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A b s t r a c t  o f  a  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l m e n t  o f  t h e  
r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  P h . D .  
A  c o m p a r a t i v e  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  
t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  C h a u d o i r  
( C o l e o p t e r a :  .  C a r a b i d a e )  
b y  Y u p a  H a n b o o n s o n g  
T h e  s y s t e m a t i c s  o f  t h e  e n d e m i c  N e w  Z e a l a n d  c a r a b i d  g e n u s  H o l c a s p i s  a r e  
i n v e s t i g a t e d ,  u s i n g  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  m e t h o d s ,  t o  c o n s t r u c t  p h e n e t i c  a n d  p h y l o g e n e t i c  
r e l a t i o n s h i p s .  T h r e e  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s :  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  a n d  r a n d o m  
a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A  ( R A P D )  b a s e d  o n  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R ) ,  a r e  
u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  r e l a t i o n s h i p s .  
C l a d i s t i c  a n d  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s e s  a r e  u n d e r t a k e n  o n  a d u l t  m o r p h o l o g i c a l  
c h a r a c t e r s .  T w e n t y  s i x  e x t e r n a l  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ,  i n c l u d i n g  m a l e  a n d  f e m a l e  
g e n i t a l i a ,  a r e  u s e d  f o r  c l a d i s t i c  a n a l y s i s .  T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  a r e  
s t r o n g l y  c o n g r u e n t  w i t h  p r e v i o u s  p u b l i c a t i o n s .  
T h e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  u s e s  m u l t i v a r i a t e  d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n s ,  w i t h  1 8  
m o r p h o m e t r i c  v a r i a b l e s ,  t o  d e r i v e  a  p h e n o g r a m  b y  c l u s t e r i n g  f r o m  M a h a l a n o b i s  d i s t a n c e s  
( D 2 )  o f  t h e  d i s c r i m i n a t i o n  a n a l y s i s  u s i n g  t h e  u n w e i g h t e d  p a i r - g r o u p  m e t h o d  w i t h  
a r i t h m e t i c a l  a v e r a g e s  ( U P G M A ) .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s ,  t h e  p h e n e t i c  
c l u s t e r i n g  r e s u l t s  i n  a  l e s s  u s e f u l  e s t i m a t i o n  o f  a f f i n i t i e s  o f  t h e  g e n u s .  H o w e v e r ,  t h i s  
a n a l y s i s  r e v e a l s  a  m e t h o d  w i t h  a  r e l a t i v e l y  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  a s s i g n i n g  a n  i n d i v i d u a l  t o  
t h e  c o r r e c t  s p e c i e s  ( 7 0 % - 1 0 0 % ) .  T h e r e f o r e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  i s  s h o w n  t o  b e  u s e f u l  
f o r  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n .  
A l l o z y m e  d a t a  a r e  d e r i v e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  u s i n g  a  c e l l u l o s e  a c e t a t e  m e d i u m .  A  
t o t a l  o f  4 2  a l l e l e s  o f  1 3  p r e s u m p t i v e  l o c i  f r o m  1 0  e n z y m e  s y s t e m s  a r e  u s e d  f o r  c l a d i s t i c  
a n d  p h e n e t i c  a n a l y s i s  o f  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  A  p h e n o g r a m  i s  g e n e r a t e d  b y  U P G M A  
c l u s t e r i n g  u s i n g  a  g e n e t i c  d i s t a n c e  m a t r i x .  C l a d o g r a m s  a r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  b o t h  
i n d e p e n d e n t  a l l e l e s  a n d  l o c i  a s  c h a r a c t e r s .  T h e  c l a d o g r a m s  f r o m  b o t h  a l l e l e  a n d  l o c u s  d a t a  
a r e  h i g h l y  c o n g r u e n t  w i t h  t h e  p h e n o g r a m  d e r i v e d  f r o m  t h e  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  m a t r i x  d a t a .  
I n t r a s p e c i f i c  a l l o z y m e  v a r i a t i o n  i s  a l s o  i n v e s t i g a t e d  w i t h  a  l i m i t e d  n u m b e r  o f  p o p u l a t i o n s  
a n d  a  r e l a t i v e l y  c o n f i n e d  r a n g e  o f  s a m p l e  s i t e s .  A  h i g h  d e g r e e  o f  h e t e r o z y g o s i t y  i s  
r e v e a l e d  i n  H .  o e d i c n e m a .  T h e  m e a n  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  a m o n g  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  i s  
1 =  0 . 3 8 2 ± O . 1 4 2  a n d  t h e  m e a n  g e n e t i c  d i s t a n c e  i s  D =  l . 0 5 5 ± O . 1 4 3 .  
M o l e c u l a r  d a t a  a r e  u s e d  i n  t h e  i n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n  s t u d y  a n d  t o  e s t m a t e  s p e c i e s  
r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s .  O p t i m a l  R A P D - P C R  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  p r i m e r  c o n c e n t r a t i o n ,  
m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  R A P D - P C R  p r o g r a m m e ,  a r e  e s t a b l i s h e d  f o r  
r e p r o d u c i b l e  a n d  i n f o r m a t i v e  a m p l i f y i n g  o f  b a n d i n g  p a t t e r n s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  A  t o t a l  
o f  2 7 1  b a n d  p o s i t i o n s  a r e  s c o r e d  f o r  a l l  i n d i v i d u a l s  s t u d i e d  a n d  a r e  s u b j e c t e d  t o  b o t h  
c l a d i s t i c  a n d  p h e n e t i c  a n a l y s i s  t o  e s t i m a t e  t h e  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s .  P h e n o g r a m s  u s i n g  
U P G M A  a r e  g e n e r a t e d  f r o m  b o t h  s i m p l e  m a t c h i n g  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s  a n d  J a c c a r d ' s  
s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s .  T h e  r e s u l t i n g  t w o  p h e n o g r a m s  a r e  i d e n t i c a l .  P r i n c i p a l  c o o r d i n a t e  
a n a l y s i s  i s  a l s o  u s e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  s p e c i e s .  T h e  r e s u l t s  a r e  
c o n g r u e n t  w i t h  t h e  p h e n o g r a m s .  H o w e v e r ,  t h e  p a t t e r n  o f  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  i s  i n d i s t i n c t .  
T h e  c l a d o g r a m  g e n e r a t e d  f r o m  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  s h o w s  r e l a t i v e l y  h i g h  c o n g r u e n c e  w i t h  t h e  
p h e n o g r a m .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  r e s u l t s  f r o m  R A P D - P C R  a r e  m u c h  m o r e  c o n g r u e n t  w i t h  t h e  
r e s u l t s  f r o m  a l l o z y m e  d a t a  t h a n  w i t h  t h e  m o r p h o l o g i c a l  d a t a .  T h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  
i s ,  t h e r e f o r e ,  p r o m i s i n g  a s  a  n e w  t o o l  f o r  e s t i m a t i n g  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  I n  
a d d i t i o n ,  t h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  i s  a  c o n s t r u c t i v e ,  q u i c k  m e t h o d  
f o r  s p e c i e s  g r o u p i n g .  F r o m  b o t h  R A P D - P C R  a n d  a l l o z y m e  d a t a ,  H .  o e d i c n e m a  s h o w s  
e x t r e m e  i n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n  t h a t  s u g g e s t s  t h a t  H .  o e d i c n e m a  i s  a  s p e c i e s  c o m p l e x .  
T o  a s s e s s  t h e  b e s t  f i t  o f  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  t h r e e  
c h a r a c t e r  d a t a  s e t s :  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e ,  a n d  R A P D - P C R ,  a r e  t e s t e d  f o r  c o n g r u e n c e  
u s i n g  b o t h  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  a n d  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  m e t h o d .  T h e  r e s u l t  i n d i c a t e s  
t h a t  t h e  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  m e t h o d  o f  a l l  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s  c o m b i n e d  p r o d u c e d  a  m o r e  
i n f o r m a t i v e  r e s u l t  t h a n  t h e  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  m e t h o d .  T h i s  s t u d y  c o n f i r m s  t h e  
p r e v i o u s  i n d i c a t i o n  t h a t  H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  b o t h  
m o r p h o l o g i c a l l y  a n d  g e n e t i c a l l y .  T h e  s t u d y  s u g g e s t s  t h a t  H .  o v a t e l l a  i s  m o s t  g e n e t i c a l l y  
d i s t i n c t  f r o m  t h e  r e s t  o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a n d  t h a t  H .  o e d i c n e m a  i s  a  g e n e t i c a l l y  
d i v e r s e  s p e c i e s .  
K e y w o r d s :  H o l c a s p i s ;  C a r a b i d a e ;  m o r p h o m e t r i c s ;  m o r p h o l o g i c a l ;  a l l o z y m e s ;  r a n d o m  
a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A ;  c l a d i s t i c ;  c l a d o g r a m ;  p h e n e t i c ;  p h e n o g r a m ;  p h y l o g e n e t i c .  
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4 . 1  I n t r o d u c t i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 9  
4 . 2  L i t e r a t u r e  r e v i e w  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 9  
4 . 2 . 1  E l e c t r o p h o r e s i s  a n d  s y s t e m a t i c s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  4 9  
4 . 2 . 2  T h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 2  
4 . 2 . 3  I s o z y m e  a n d  a l l o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 3  
4 . 2 . 4  T h e  d e t e c t i o n  o f  b a n d i n g  p a t t e r n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 4  
4 . 2 . 5  C e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 4  
4 . 2 . 6  A l l o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  a s  a p p l i e d  t o  H o l c a s p i s  s p e c i e s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  5 5  
i i i  
4 . 3  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  5 6  
4 . 4  
4 . 3 . 1  S p e c i m e n s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 6  
4 . 3 . 2  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 6  
4 . 3 . 3  P r e p a r a t i o n  o f  e x t r a c t s  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  5 6  
4 . 3 . 4  E l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  5 8  
4 . 3 . 4 . 1  B u f f e r  s y s t e m s  a n d  r u n n i n g  c o n d i t i o n s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  5 8  
4 . 3 . 4 . 2  E l e c t r o p h o r e s i s  p r o c e d u r e  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  5 8  
4 . 3 . 5  E n z y m e  S t a i n i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 9  
4 . 3 . 6  D a t a  r e c o r d i n g  a n d  a n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 9  
4 . 3 . 6 . 1  P h e n e t i c  a n a l y s i s  
4 . 3 . 6 . 2  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  
R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . . . .  .  
6 1  
6 2  
6 3  
4 . 4 . 1  S e l e c t i o n  o f  e n z y m e  s y s t e m s  f o r  a l l o z y m e  s t u d y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  . .  6 3  
4 . 4 . 2  G e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 3  
4 . 4 . 3  P h e n e t i c  a n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .  .  .  .  .  .  .  .  6 6  
4 . 4 . 4  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  
6 6  
4 . 4 . 5  S y s t e m a t i c s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  b a s e d  o n  a l l o z y m e  d a t a  
c o m p a r e d  w i t h  p r e v i o u s  s t u d i e s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  7 1  
4 . 5  S u m m a r y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 6  
C H A P T E R  5  
S y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  i n f e r r e d  f r o m  t h e  R A P D · P C R  
m e t h o d  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 7  
5 . 2  L i t e r a t u r e  r e v i e w  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 7  
5 . 2 . 1  H i s t o r y  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  . . . . . . . .  7 7  
5 . 2 . 2  T h e  p r i n c i p l e  o f  t h e  R A P D - P C R  m e t h o d  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 8  
5 . 2 . 3  A p p l i c a t i o n  o f  t h e  R A P D - P C R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 0  
5 . 3  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  8 1  
5 . 3 . 1  B e e t l e  c o l l e c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 1  
5 . 3 . 2  D N A  e x t r a c t i o n  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  8 1  
5 . 3 . 3  T h e  R A P D  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 3  
i v  
5 . 3 . 3 . 1  P r i m e r  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 3  
5 . 3 . 3 . 1 . 1  P r i m e r  S e l e c t i o n  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  8 4  
5 . 3 . 3 . 1 . 2  P r i m e r  C o n c e n t r a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 4  
5 . 3 . 3 . 2  O p t i m i z a t i o n  o f  t h e  c y c l i n g  p a r a m e t e r s  . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 4  
5 . 3 . 3 . 2 . 1  O p t i m i z a t i o n  o f  d e n a t u r i n g  t i m e  
5 . 3 . 3 . 2 . 2  O p t i m i z a t i o n  o f  a n n e a l i n g  t i m e  
8 4  
8 4  
5 . 3 . 3 . 2 . 3  O p t i m i z a t i o n  o f  e x t e n s i o n  t i m e .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  8 5  
5 . 3 . 3 . 2 . 4  O p t i m i z a t i o n  o f  n u m b e r  o f  c y c l e s .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  8 5  
5 . 3 . 3 . 3  O p t i m i z a t i o n  o f  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  . . . . . . . . .  8 6  
5 . 3 . 4  D N A  a m p l i f i c a t i o n  c o n d i t i o n s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  8 6  
5 . 3 . 5  D e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  h o m o l o g o u s  b a n d s  o f  t h e  R A P D - P C R  p r o d u c t  . . .  8 7  
5 . 3 . 6  D a t a  r e c o r d i n g  a n d  a n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 8  
5 . 3 . 6 . 1  C l a d i s t i c  m e t h o d  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  8 9  
5 . 3 . 6 . 2  P h e n e t i c  m e t h o d  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 0  
5 . 4  R e s u l t s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 1  
5 . 4 . 1  O p t i m i z a t i o n  o f  t h e  R A P D - P C R  c o n d i t i o n s .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  9 1  
5 . 4 . 1 . 1  D N A  e x t r a c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 1  
5 . 4 . 1 . 2  P r i m e r  s e l e c t i o n  f o r  t h e  R A P D - P C R  o f  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  9 1  
5 . 4 . 2  D e s c r i p t i o n  o f  R A P D - P C R  c o n d i t i o n s  f o r  u s e  i n  a m p l i f i c a t i o n  
o f  g e n o m i c  D N A  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  9 3  
5 . 4 . 2 . 1  P r i m e r  a n d  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  9 3  
5 . 4 . 2 . 2  T h e  R A P D - P C R  p r o g r a m m e  . . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  9 4  
5 . 4 . 2 . 2 . 1  D e n a t u r a t i o n  t i m e .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  9 4  
5 . 4 . 2 . 2 . 2  A n n e a l i n g  t i m e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 4  
5 . 4 . 2 . 2 . 3  E x t e n s i o n  t i m e  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  9 4  
5 . 4 . 3  A p p l i c a t i o n  o f  R A P D - P C R  f o r  s y s t e m a t i c s  s t u d y  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  9 6  
5 . 4 . 3 . 1  S o u t h e r n  b l o t  t e c h n i q u e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 6  
5 . 4 . 3 . 2  G e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  a n d  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  .  .  .  .  .  .  .  9 6  
5 . 4 . 4  P h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  . . . . . . . . . . . .  1 0 3  
5 A . 4 . l  P h e n e t i c  a n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 3  
v  
5 . 4 . 4 . 2  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  1 0 7  
5 . 5  D i s c u s s i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 7  
5 . 6  S u m m a r y  
C H A P T E R  6  
1 1 1  
T h e  c l a d i s t i c s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s :  c o n g r u e n c e  t e s t i n g  b y  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  a n d  
c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  
6 . 1  I n t r o d u c t i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 3  
6 . 2  
6 . 3  
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
1 1 4  
1 1 5  
6 . 3 . 1  P h y l o g e n e t i c  t r e e s  b a s e d  o n  e a c h  c h a r a c t e r  s e t  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 5  
6 . 3 . 2  A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  p h y l o g e n y  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  
u s i n g  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  a n d  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  m e t h o d s  . . . . . .  1 1 8  
6 . 3 . 3  T h e  p h y l o g e n y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  1 2 2  
6 . 4  S u m m a r y  
C H A P T E R  7  
C o n c l u d i n g  s u m m a r y  
1 2 2  
7 . 1  
7 . 2  
7 . 3  
I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . .  .  
P h y l o g e n y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  m e t h o d o l o g i e s  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  p h y l o g e n y  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s  . . . . . . . . .  .  
1 2 4  
1 2 4  
1 2 7  
7 . 4  F u t u r e  r e s e a r c h  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  1 2 9  
7 . 5  C o n c l u s i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 0  
A C K N O W L E D G E M E N T S  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  1 3 3  
R E F E R E N C E S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 4  
A P P E N D I C E S .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  1 4 6  
L I S T  O F  T A B L E S  
T a b l e  n u m b e r  
3 . 1  C h a r a c t e r  s t a t e  m a t r i x  f o r  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
3 . 2  H o l c a s p i s  s p e c i e s  m a t e r i a l  e x a m i n e d  f o r  t h e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  
3 . 3  S t a n d a r d i z e d  c a n o n i c a l  d i s c r i m i n a t i o n  f u n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  
m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  1 8  s e l e c t e d  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  
P a g e  
3 0  
3 3  
f r o m  H o l c a s p i s  s p e c i e s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  4 4  
3 . 4  D a t a  m a t r i x  o f  M a h a l a n o b i s  d i s t a n c e s  ( D 2 )  o f  2 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
f r o m  t h e  f i r s t  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  4 6  
3 . 5  D a t a  m a t r i x  o f  M a h a l a n o b i s  d i s t a n c e s  ( D 2 )  o f  2 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
f r o m  t h e  s e c o n d  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  4 6  
4 . 1  T h e  s e l e c t e d  H o l c a s p i s  s p e c i e s  e n z y m e s  w i t h  t h e i r  E n z y m e  C o m m i s s i o n  
c l a s s i f i c a t i o n  n u m b e r s ,  b u f f e r  u s e d  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a n d  t h e  n u m b e r  
o f  l o c i  r e s o l v e d  f o r  e a c h  e n z y m e  s t u d i e d  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  6 0  
4 . 2  G e n e t i c  v a r i a b i l i t y  a t  1 3  p o l y m o r p h i c  l o c i  i n  1 3  s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s  .  .  .  .  .  .  .  .  6 4  
4 . 3  A l l e l e  f r e q u e n c i e s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a t  1 3  p r e s u m p t i v e  l o c i  i n  
e a c h  s p e c i e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 7  
4 . 4  M a t r i x  c o m p a r i s o n  o f  N e i ' s  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s  ( I )  
( b e l o w  t h e  d i a g o n a l )  a n d  g e n e t i c  d i s t a n c e  c o e f f i c i e n t s  ( D )  
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C H A P T E R  1  
I n t r o d u c t i o n  
1 . 1  B a c k g r o u n d  
S y s t e m a t i c s  i s  t h e  s c i e n c e  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  l i v i n g  t h i n g s .  I t  i s  a b s o l u t e l y  
f u n d a m e n t a l  t o  a l l  b i o l o g y  a n d  s e e k s  t o  p r o v i d e  a  f r a m e w o r k  w i t h i n  w h i c h  t o  o r d e r  
b i o l o g i c a l  k n o w l e d g e .  U s u a l l y  i t  i s  c o m b i n e d  w i t h  e v o l u t i o n a r y  t h e o r y  i n  o r d e r  t o  h e l p  
p r o v i d e  t h i s  f r a m e w o r k  a n d  c a n  b e  u s e d  t o  d e v e l o p  a  s e r i e s  o f  t e s t a b l e  h y p o t h e s e s  a b o u t  
t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  l i v i n g  t h i n g s .  
O v e r  t h e  l a s t  2 5 - 3 0  y e a r s ,  t h e r e  h a s  b e e n  a  r e v o l u t i o n  i n  t h e  w a y  t h a t  b i o l o g i s t s  
s t u d y  s y s t e m a t i c s .  T h e  s i n g l e  m o s t  s i g n i f i c a n t  i d e a  o r  g r o u p  o f  i d e a s  d r i v i n g  t h e  
r e v o l u t i o n  h a s  b e e n  t h e  w o r k  o f  t h e  G e r m a n  e n t o m o l o g i s t  W i l l i  H e n n i g  t h a t  h a s  c o m e  t o  
b e  k n o w n  a s  ' P h y l o g e n e t i c  S y s t e m a t i c s '  ( H e n n i g  1 9 6 6 ) .  H i s  i d e a s  l e d  d i r e c t l y  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  m e t h o d  o f  s y s t e m a t i c s  k n o w n  a s  ' c l a d i s t i c s ' .  
T h e  s a m e  p e r i o d  s a w  t h e  m a i n  d e v e l o p m e n t  o f  a  d i f f e r e n t ,  l e s s  e v o l u t i o n a r y  b a s e d  
s t y l e  o f  s y s t e m a t i c s  k n o w n  a s  ' p h e n e t i c s '  ,  w h i c h  r e l i e d  h e a v i l y  o n  t h e  n e w l y  a v a i l a b l e  
p o w e r  o f  c o m p u t e r s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  o r g a n i s m s  b a s e d  o n  h u n d r e d s  o f  
c h a r a c t e r s  i n  w a y s  t h a t  h a d  n o t  b e e n  p o s s i b l e  p r e v i o u s l y .  T h e  t r a d i t i o n a l  e v o l u t i o n a r y  
t a x o n o m i s t s  h a v e  n o t  b e e n  l e f t  o u t  o f  t h i s  r e v o l u t i o n  b u t ,  r a t h e r ,  h a v e  b e e n  f o r c e d  t o  
e x a m i n e  t h e i r  m e t h o d o l o g i e s  m o r e  c r i t i c a l l y  i n  t h e  l i g h t  o f  o t h e r  d e v e l o p m e n t s .  
W h i l e  t h e  r e v o l u t i o n  i n  s y s t e m a t i c s  o v e r  t h e  l a s t  2 5 - 3 0  y e a r s  h a s  b e e n  d r i v e n  b y  
e x c i t i n g  n e w  i d e a s ,  i t  h a s  a l s o  b e e n  a i d e d  b y  t h e  r a p i d  d e v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  p o w e r f u l  
p i e c e s  o f  t e c h n o l o g y .  I t  i s  p r o b a b l y  n o  c o i n c i d e n c e  t h a t  t h i s  r e v o l u t i o n  o f  i d e a s  a n d  t h e i r  
r e a d y  a c c e p t a n c e ,  h a s  d e v e l o p e d  a s  e l e c t r o n i c  c o m p u t e r s  f i r s t  b e c a m e  r e a d i l y  a v a i l a b l e .  
M o s t  o f  t h e  t e c h n i q u e s  f o r  c l a d i s t i c s  a n d  p h e n e t i c s  w o u l d  n o t  b e  p o s s i b l e ,  f o r  r e a l i s t i c  d a t a  
s e t s ,  w i t h o u t  r e c o u r s e  t o  s u b s t a n t i a l  c o m p u t i n g  p o w e r .  
A n o t h e r  t e c h n o l o g y  t h a t  h a s  h a d  a  p r o f o u n d  e f f e c t  o n  t h e  r e c e n t  d e v e l o p m e n t  o f  
b i o l o g i c a l  s y s t e m a t i c s  i s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e a d y  m e a n s  o f  a n a l y s i s  o f  b i o l o g i c a l  
c o m p o u n d s .  T h i s  h a s  b e e n  a n  o n g o i n g  p r o c e s s ,  b u t  c a n  b e  t h o u g h t  o f  a s  t h e  s u c c e s s i v e  
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d e v e l o p m e n t  o f  t e c h n i q u e s  f o r  h a n d l i n g  t h e  a n a l y s i s  o f  e v e r  m o r e  c o m p l e x  b i o l o g i c a l  
c o m p o u n d s .  I t  s t a r t e d  w i t h  p l a n t  a n d  a n i m a l  s e c r e t i o n s  a n d  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s ,  m o v e d  
i n t o  p r o t e i n s ,  p a r t i c u l a r l y  e n z y m e s  a n d ,  m o s t  r e c e n t l y ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t e c h n i q u e s  f o r  
r o u t i n e  a n a l y s i s  a n d  h a n d l i n g  o f  n u c l e i c  a c i d s .  I t  h a s  b e c o m e  k n o w n  a s  m o l e c u l a r  
b i o l o g y .  
E a c h  o f  t h e  m o l e c u l a r  b i o l o g i c a l  t e c h n i q u e s  c a n  p r o v i d e  s u b s t a n t i a l  a m o u n t s  o f  
b i o l o g i c a l  i n f o r m a t i o n  a b o u t  o r g a n i s m s ,  b r o a d l y  d i s t i n c t  f r o m  t h e  t r a d i t i o n a l  m o r p h o l o g i c a l  
d a t a  a v a i l a b l e  t o  t r a d i t i o n a l  s y s t e m a t i c s .  A n o t h e r  f e a t u r e  o f  t h e s e  d a t a  t h a t  i s  a p p e a l i n g  t o  
m a n y  p e o p l e  i s  t h a t  t h e y  s e e m  t o  g e t  c l o s e r  a n d  c l o s e r  t o  t h e  u n d e r l y i n g  g e n e t i c  m a k e u p  
o f  o r g a n i s m s ,  w h i c h  p r e s u m a b l y  l i e s  a t  t h e  h e a r t  o f  t h e  e v o l u t i o n a r y  p r o c e s s .  
1 . 2  T h e  p r o p o s i t i o n s  
W h i l e  e a c h  n e w  i d e a  a n d  t e c h n o l o g y  h a s  b e e n  a v i d l y  s e i z e d  b y  p r a c t i t i o n e r s  o f  
s y s t e m a t i c s  a n d  a n a l y z e d ,  d e b a t e d ,  m o d i f i e d ,  d e v e l o p e d ,  a n d  u s e d ,  t h e r e  h a v e  b e e n  
r e l a t i v e l y  f e w  c o m p a r i s o n s  o f  t e c h n i q u e s  a c r o s s  a  w i d e  r a n g e  o f  w h a t  i s  a v a i l a b l e .  T h e  
b a s i c  i d e a  o f  t h i s  t h e s i s  w a s  t h e r e f o r e  t o  t a k e  a  g r o u p  o f  o r g a n i s m s  a n d  c o m p a r e  a  r a n g e  
o f  d i f f e r e n t  a v a i l a b l e  m e t h o d o l o g i e s  a n d  t e c h n o l o g i e s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e i r  d i f f e r e n t  
s t r e n g t h s  a n d  w e a k n e s s e s  f o r  s y s t e m a t i c s .  
A  s e c o n d a r y  a i m  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  u s e f u l n e s s  o f  a  r e l a t i v e l y  n o v e l  
m o l e c u l a r  t e c h n i q u e ,  r a n d o m  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A  b a s e d  o n  p l o y m e r a s e  c h a i n  
r e a c t i o n  ( R A P D - P C R ) ,  a s  a  p o s s i b l y  m o r e  a c c e s s i b l e  a l t e r n a t i v e  t o  D N A  s e q u e n c i n g  f o r  
r o u t i n e  s y s t e m a t i c s .  T h e  w h o l e  f i e l d  o f  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e s  t o  
s y s t e m a t i c s  i s  c h a n g i n g  s o  r a p i d l y  t h a t  c o n s e n s u s  o n  t h e  m o s t  u s e f u l  t e c h n i q u e s  f o r  r o u t i n e  
s y s t e m a t i c s  h a s  n o t  y e t  e m e r g e d .  
1 . 3  W h y  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  ?  
T h i s  s t u d y ,  o r  o n e  l i k e  i t ,  c o u l d  i n  t h e o r y  b e  c a r r i e d  o u t  o n  a n y  g r o u p  o f  o r g a n i s m s ,  
b u t  H o l c a s p i s ,  a  g e n u s  o f  g r o u n d  b e e t l e s ,  s e e m s  t o  b e  a  u s e f u l  m o d e l  g r o u p .  T h e r e  a r e  
s e v e r a l  r e a s o n s  f o r  t h i s  c l a i m .  
F i r s t ,  t h e r e  i s  a  g r e a t  d e a l  o f  w o r k  g o i n g  o n  a t  b o t h  e n d s  o f  t h e  s p e c t r u m  o f  
b i o l o g i c a l  d i v e r s i t y ,  f r o m  s t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  t h e  h i g h e r  c l a s s i f i c a t i o n  o f  o r g a n i s m s  
( M i c h e n e r  a n d  S a k a g a m i  1 9 9 0 ;  U r b a n i  e t  a l .  1 9 9 2 ;  R o d r i g o  e t  a l .  1 9 9 3 )  d o w n  t o  
p o p u l a t i o n a l  d i f f e r e n c e s  ( C a n n  e t  a l .  1 9 8 7 ;  K a m b h a m p a t i  e t  a l .  1 9 9 2 )  a n d  s t u d i e s  o n  
c l o s e l y  r e l a t e d  s i b l i n g  a n d  c r y p t i c  s p e c i e s  ( M a c A r t h u r  1 9 8 6 ;  D a u g h e r t y  e t  a l .  1 9 9 0 ;  P a p e  
1 9 9 2 ) .  H o w e v e r ,  i n  g e n e r a l ,  e v e r y d a y  s y s t e m a t i c s  b e t w e e n  t h e  s p e c i e s  a n d  g e n u s  l e v e l  
s e e m s  t o  b e  g e t t i n g  l e s s  a t t e n t i o n .  
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A l s o ,  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a r e  r e l a t i v e l y  w e l l  k n o w n .  T h e r e  i s  a  r e c e n t  t a x o n o m i c  
t r e a t m e n t  o f  t h e  g r o u p  ( B u t c h e r  1 9 8 4 )  a n d  t h e r e  w a s  s o m e  e x p e r t i s e  i n  t h e i r  t a x o n o m y  
w i t h i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  E n t o m o l o g y  a n d  A n i m a l  E c o l o g y  a t  L i n c o l n  U n i v e r s i t y .  A  
p u r e l y  p r a c t i c a l  c o n s i d e r a t i o n ,  b u t  i t  w a s  f e l t  a n  i m p o r t a n t  o n e .  A t  t h e  s a m e  t i m e ,  w h i l e  
t h e  s p e c i e s ,  a s  e n t i t i e s ,  i n  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  w e r e  r e l a t i v e l y  w e l l  k n o w n ,  t h e i r  
r e l a t i o n s h i p s ,  o n e  t o  a n o t h e r  a n d ,  p a r t i c u l a r l y ,  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  g r o u p s  o f  s p e c i e s  w i t h i n  
t h e  g e n u s ,  w e r e  e n t i r e l y  u n k n o w n .  
T h i r d l y ,  H o l c a s p i s  i s  a  m a n a g e a b l e  s i z e d  g r o u p  o f  s p e c i e s ,  w i t h  s o m e  3 0  d i s t i n c t  
s p e c i e s .  T h e y  a r e  r e l a t i v e l y  l a r g e  ( 1 0 - 2 6  m m  l o n g )  a n d  r o b u s t ,  m a k i n g  p r o b l e m s  o f  
h a n d l i n g  e a s i e r  a n d  t h e  e x t r a c t i o n  o f  e n z y m e s  a n d  D N A  f r o m  i n d i v i d u a l s  p r a c t i c a l .  
F i n a l l y ,  a l m o s t  a l l  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  t e n d  t o  b e  r e s t r i c t e d  t o  r e l a t i v e l y  n a r r o w  
h a b i t a t s ,  a n d  s o m e  s p e c i e s ,  p a r t i c u l a r l y  H .  s t e w a r t e n s i s ,  a r e  l o c a t e d  i n  r e s t r i c t e d  
g e o g r a p h i c a l  a r e a s .  A c c o r d i n g  t o  T h e  I n t e r n a t i o n a l  U n i o n  f o r  t h e  C o n s e r v a t i o n  o f  N a t u r e  
a n d  N a t u r a l  R e s o u r c e s  ( I U C N )  ( G r o o m b r i d g e  1 9 9 2 ) ,  r a r e  s p e c i e s  w i t h  s m a l l  p o p u l a t i o n s  
l o c a t e d  w i t h i n  r e s t r i c t e d  a r e a s  m a y  b e  c a t e g o r i s e d  a s  t h r e a t e n e d  a n d  m a y  f a c e  a  s i g n i f i c a n t  
r i s k  o f  e x t i n c t i o n .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  s o m e  N e w  Z e a l a n d  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a r e  i n  d a n g e r  
o f  b e c o m i n g  t h r e a t e n e d  a n d  p r o b a b l y  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  b e c o m e  e x t i n c t .  I n  t h e s e  
c i r c u m s t a n c e s ,  a  g o o d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e i r  s y s t e m a t i c s  c a n  b e  m o s t  h e l p f u l  i n  d e v i s i n g  a  
c o n s e r v a t i o n  s t r a t e g y .  W h i l e  t h a t  i s  n o t  t h e  m a i n  a i m  o f  t h i s  s t u d y ,  i t  i s  p o t e n t i a l l y ,  a  v e r y  
u s e f u l  p r a c t i c a l  a p p l i c a t i o n .  
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1 . 4  O b j e c t i v e s  
T h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w e r e :  
1 .  T o  i n v e s t i g a t e  t h e  s y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s ,  u s i n g  a  v a r i e t y  
o f  m e t h o d o l o g i e s  a n d  t e c h n i q u e s ,  i n c l u d i n g :  
( a )  t h e i r  c l a d i s t i c  r e l a t i o n s h i p s  b a s e d  o n  m o r p h o l o g i c a l  d a t a ;  
( b )  t h e  u s e  o f  q u a n t i t a t i v e  d a t a ,  i n c l u d i n g  a  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s ,  t o  p r o v i d e  
a  c o m p a r i s o n  o f  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c s  t e c h n i q u e s ;  
( c )  t h e i r  c l a d i s t i c  r e l a t i o n s h i p s  b a s e d  o n  a l l o z y m e  a n a l y s i s  o f  a  s u b s e t  o f  s p e c i e s ;  
a n d  
( d )  t h e i r  p h e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  b a s e d  o n  t h e  g e n e t i c  d i s t a n c e  o f  a l l o z y m e  d a t a  o f  
a  s u b s e t  o f  s p e c i e s .  
2 .  T o  e v a l u a t e  t h e  i n n o v a t i v e  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e  o f  r a n d o m  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  
D N A  b a s e d  o n  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  a s  a  m e a n s  o f  i n v e s t i g a t i n g  
s y s t e m a t i c s  u s i n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a s  t h e  t e s t  g r o u p .  ( T h e  d a t a  f r o m  t h e  
r a n d o m  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A  a n a l y s i s  w i l l  b e  u s e d  t o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  
t h e  c l a d i s t i c  a n d  p h e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s ) .  
3 .  T o  i n v e s t i g a t e  c o n g r u e n c y  b a s e d  o n  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  a m o n g  t h e  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  d a t a  s e t s :  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  a n d  r a n d o m  a m p l i f i e d  
p o l y m o r p h i c  D N A  b a s e d  o n  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
4 .  T o  p r o v i d e  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s  
f o r  c o n s e r v a t i o n  a n d  o t h e r  p u r p o s e s .  
1 . 5  F o r m a t  o f  t h e  t h e s i s  
T h e  t h e s i s  h a s  b e e n  w r i t t e n  a s  i n d e p e n d e n t  c h a p t e r s .  I t  b e g i n s  w i t h  a  g e n e r a l  
i n t r o d u c t i o n  t o  t h e  c o n c e p t s  a n d  f r a m e w o r k  o f  s y s t e m a t i c s  c o m p l e m e n t e d  w i t h  t h e  h i s t o r y  
o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s .  T h e  f o l l o w i n g  t h r e e  c h a p t e r s  r e p o r t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  a p p r o a c h e s  
t o  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  r e l a t i o n s h i p s  i n  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s .  E a c h  h a s  b e e n  f o r m a t t e d  a s  a  
s c i e n t i f i c  p a p e r  w i t h  i n t r o d u c t i o n ,  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s ,  r e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n .  T h e  f i r s t  
a p p r o a c h  i s  b a s e d  o n  m o r p h o l o g i c a l  d a t a .  I t  i s  p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r  3 .  I n  t h a t  c h a p t e r ,  
e x t e r n a l  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  w e r e  u s e d  f o r  a  c l a d i s t i c  s t u d y  a s  w e l l  a s  a  
m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  t h a t  i n v o l v e d  m u l t i v a r i a t e  a n a l y s i s .  T h i s  i s  e m p l o y e d  t o  p r o v i d e  a  
c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s .  C h a p t e r  4  d e s c r i b e s  t h e  r e s u l t s  o f  a n  i n v e s t i g a t i o n  
u s i n g  a l l o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s .  B o t h  a l l e l e  a n d  l o c u s  d a t a  a r e  a n a l y z e d  t o  i n v e s t i g a t e  
p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  R e s u l t s  u s i n g  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  a n d  g e n e t i c  d i s t a n c e  d a t a  a r e  
t h e n  c o m p a r e d .  C h a p t e r  5  i s  a n  e v a l u a t i o n  o f  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  n o v e l  R A P D  
t e c h n i q u e  t o  t h e  s y s t e m a t i c s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s .  T w o  a n a l y s e s  o f  t h e  c l a d i s t i c s  a s  
w e l l  a s  c l u s t e r  a n a l y s i s  a r e  e x p l o r e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s .  C h a p t e r  6  
i n v o l v e s  t h e  s t a n d a r d i z a t i o n  a n d  t e s t i n g  f o r  c o n g r u e n c e  o f  t h e  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  f r o m  t h e  
t h r e e  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s  ( C h a p t e r s  3 - 5 ) ;  c o m p a r i s o n s  o f  b o t h  t h e  t a x o n o m i c  
c o n g r u e n c e  a n d  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  a p p r o a c h e s  a r e  m a d e .  T h e  f i n a l  c h a p t e r  i s  a  g e n e r a l  
d i s c u s s i o n  o f  t h e  t w o  d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  c l a d i s t i c s  a n d  p h e n e t i c s ,  f o r  c o n s t r u c t i n g  
p h y l o g e n e t i c  a n d  p h e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a n d  t h e  t h r e e  i n d e p e n d e n t  a p p r o a c h e s  t o  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s .  A l s o  i n  t h i s  f i n a l  c h a p t e r ,  t h e  n e e d  f o r  
f u r t h e r  s t u d i e s  i s  d i s c u s s e d  a n d  t h e  o v e r a l l  c o n c l u s i o n s  o f  t h e  s t u d y  a r e  p r e s e n t e d .  
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C H A P T E R  2  
L i t e r a t u r e  r e v i e w  
2 . 1  I n t r o d u c t i o n  
A  g e n e r a l  l i t e r a t u r e  r e v i e w  i s  p r o v i d e d  f o r  t w o  a r e a s  o f  s t u d y :  ( a )  t h e  p r i n c i p l e s  o f  
s y s t e m a t i c s  a n d  ( b )  t h e  h i s t o r y  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  ( C a r a b i d a e :  P t e r o s t i c h i n i ) .  
2 . 2  B a s i c  s y s t e m a t i c s  c o n c e p t s  
M a y r  ( 1 9 6 9 )  s t a t e d  t h a t  t h e  f i e l d  o f  s y s t e m a t i c s  c a n  b e  t h o u g h t  o f  a s  a  c o n t i n u u m  o f  
s t u d y .  H e  d e s i g n a t e d  t h r e e  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  s t u d y  w i t h i n  t h e  c o n t i n u u m  a s  a l p h a ,  b e t a  
a n d  g a m m a  s y s t e m a t i c s .  A l p h a ,  o r  t h e  a n a l y t i c a l  s t a g e ,  i s  t h e  b e g i n n i n g  p r o c e s s  o f  
a n a l y s i s  a n d  d e s c r i p t i o n  o f  u n k n o w n  s p e c i e s .  T h e  o u t c o m e  f r o m  t h i s  p r o c e s s  i s  t h e  
c o n s t r u c t i o n  o f  a  s p e c i f i c  d e s c r i p t i o n  t o  e n a b l e  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  e a c h  s p e c i e s .  T h e  
s y n t h e t i c  s t a g e ,  c l a s s i f i c a t i o n  o r  b e t a  s y s t e m a t i c s ,  i s  t h e  n e x t  s t a g e  i n  t h e  p r o c e s s .  T h e  
s p e c i e s  s h o u l d  b e  c h a r a c t e r i z e d  a n d  a r r a n g e d  i n  o r d e r l y  c a t e g o r i e s .  C l a s s i f i c a t i o n ,  i n  t h e  
d e f i n i t i o n  o f  M a y r ,  m e a n s  a  l i s t  o f  t a x a  n a m e s  t h a t  a r e  a l l o c a t e d  t o  c a t e g o r i e s .  T h e  
q u e s t i o n  w h i c h  f o l l o w s  a f t e r  g r o u p i n g  t h e  t a x a  i n  a n  o r d e r  i s  h o w  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
s i m i l a r i t i e s  o f  t w o  o r  m o r e  s p e c i e s  a r e  d u e  t o  c o n v e r g e n c e  r e s p o n s e s  t o  e n v i r o n m e n t  o r  a r e  
d u e  t o  c l o s e  a n c e s t o r - d e s c e n d a n t  r e l a t i o n s h i p s .  T h i s  i s  t h e  t h i r d  l e v e l  o f  s t u d y ,  w h i c h  
M a y r  c a l l e d  g a m m a  s y s t e m a t i c s .  T h e  u l t i m a t e  a i m  o f  g a m m a  s y s t e m a t i c s  i s  t o  d e t e r m i n e  
t h e  p a t t e r n  o f  e v o l u t i o n a r y  h i s t o r y  o f  t h e  t a x a  a n d  h o w  t h e y  a r e  r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r .  
S c o t t - R a m  ( 1 9 9 0 )  s t a t e d  t h a t  a c t i v i t i e s  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  s y s t e m a t i c s  c a n  b e  
s e p a r a t e d  i n t o  t w o  a s p e c t s :  m i c r o t a x o n o m y  a n d  m a c r o t a x o n o m y .  M i c r o t a x o n o m y  i s  
c o n c e r n e d  w i t h  d e l i m i t a t i o n  o f  s p e c i e s ,  w i t h  a n a l y s i s  o f  t h e  g e n e t i c a l  a n d  e c o l o g i c a l  
b a r r i e r s  b e t w e e n  p o p u l a t i o n s  a n d  w i t h  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r a n g e s  o f  m o r p h o l o g i c a l  a n d  
g e n e t i c  v a r i a b i l i t y  o f  p o p u l a t i o n s  i n  r e l a t i o n  t o  t h e i r  e n v i r o n m e n t s .  I n  c o n t r a s t  t o  
m i c r o t a x o n o m y ,  m a c r o t a x o n o m y  d e a l s  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  a r r a n g i n g  a n d  g r o u p i n g  o f  
s p e c i e s  i n t o  a  c l a s s i f i c a t i o n  s y s t e m .  
2 . 2 . 1  S y s t e m a t i c s  
O v e r  r e c e n t  y e a r s ,  t h r e e  c o n t e m p o r a r y  s c h o o l s  o f  t h o u g h t  i n  s y s t e m a t i c s  h a v e  
g e n e r a l l y  b e e n  r e c o g n i s e d .  T h e y  a r e  d e s c r i b e d  a s  f o l l o w s :  
2 . 2 . 1 . 1  E v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s  
E v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s ,  o r  o r t h o d o x  t a x o n o m y ,  i s  g e n e r a l l y  r e g a r d e d  a s  
' t r a d i t i o n a l  t a x o n o m y ' .  T h e  c l a s s i c a l  w o r k s  o n  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s  a r e  S i m p s o n ' s  
( 1 9 6 1 )  P r i n c i p l e s  o f  A n i m a l  T a x o n o m y ,  M a y r ' s  ( 1 9 6 9 )  P r i n c i p l e s  o f  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  
a n d  R o s s ' s  ( 1 9 7 4 )  B i o l o g i c a l  S y s t e m a t i c s .  T h e  b a s i c  h y p o t h e s i s  o f  o r t h o d o x  s y s t e m a t i s t s  
i s  b a s e d  o n  t h e  g e n e r a l  e v o l u t i o n a r y  t h e o r y  b y  n a t u r a l  s e l e c t i o n  o f  D a r w i n  a n d  W a l l a c e  
( H a w k s w o r t h  a n d  B i s b y  1 9 8 8 ;  M a y r  1 9 8 8 ;  B r u s c a  1 9 9 0 ) .  
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T h e  m a i n  i d e a  o f  t h e  t h e o r y  i s  t h a t  t h e  c a u s e  a n d  e f f e c t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
o r g a n i s m s  a n d  e n v i r o n m e n t  w i l l  r e s u l t  i n  c h a n g e s  i n  l i n e a g e s  w i t h  t i m e .  T h e r e f o r e ,  t h e  
a i m  o f  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s  i s  t o  d i s c o v e r  g r o u p s  o f  o r g a n i s m s  i n  n a t u r e  t h a t  a r e  t h e  
p r o d u c t  o f  e v o l u t i o n .  T h e  e l u c i d a t i o n  o f  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  o r g a n i s m s  s h o u l d  t h e n  b e  
b a s e d  o n  g e n e a l o g y  a n d  o v e r a l l  s i m i l a r i t y .  E v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i s t s  g i v e  s i g n i f i c a n c e  t o  
t h e  r a t e  o f  e v o l u t i o n .  T h e  d i f f e r e n t  a p p e a r a n c e  o f  t h e  s a m e  c h a r a c t e r  i n  v a r i o u s  t a x a  i s  t h e  
r e s u l t  o f  d i f f e r e n t  r a t e s  o f  e v o l u t i o n  i n  d i f f e r e n t  l i n e a g e s ;  f o r  e x a m p l e ,  t h e  m o u t h p a r t s  o f  
H e m i p t e r a  a r e  o f  a  r e m a r k a b l y  s p e c i a l i z e d  p i e r c i n g  s u c k i n g  t y p e  w h e r e a s  t h e  m o u t h p a r t s  
o f  P s o c o p t e r a  a r e  o f  a  p r i m i t i v e  p i e r c i n g  s u c k i n g  t y p e .  B o t h  H e m i p t e r a  a n d  P s o c o p t e r a  
e v o l v e d  f r o m  a  c o m m o n  a n c e s t o r .  A f t e r  t h e  d i v e r g e n c e  o f  t h e s e  t w o  g r o u p s  f r o m  t h e i r  
c o m m o n  a n c e s t o r ,  t h e  P s o c o p t e r a  m o u t h p a r t s  c h a n g e d  r e l a t i v e l y  s l o w l y  b u t  t h e  H e m i p t e r a  
m o u t h p a r t s  c h a n g e d  a t  a  s i g n i f i c a n t l y  f a s t e r  r a t e .  W e i g h t i n g  o f  c h a r a c t e r s  i s  a l s o  o n e  o f  
t h e  a s s u m p t i o n s  t h a t  i s  a c c e p t e d  b y  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i s t s .  C a i n  a n d  H a r r i s o n  ( 1 9 6 0 )  
s t a t e d  t h a t  r a r e  c h a r a c t e r s  s h o u l d  r e c e i v e  m o r e  w e i g h t  b e c a u s e  t h e y  a r e  b e t t e r  i n d i c a t o r s  o f  
e v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  t a x a ,  o r  g r o u p s  o f  o r g a n i s m s .  M a y r  a l s o  b e l i e v e d  t h a t  
d i f f e r e n t  c h a r a c t e r s  c o n t a i n  v e r y  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e i r  
a n c e s t o r s  a n d  e v o l u t i o n a r y  c h a n g e s  a l o n g  a  l i n e a g e .  
S i m p s o n  ( 1 9 6 1 ) ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  d i d  n o t  e m p h a s i s e  c h a r a c t e r  w e i g h t i n g  a c c o r d i n g  
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t o  s u p p o s e d  a n c e s t r a l  c h a r a c t e r  d i s t r i b u t i o n s  a s  i n f o r m a t i o n  f o r  p h y l o g e n y .  H e  b e l i e v e d  
t h a t  f o s s i l s  s h o u l d  p l a y  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  e v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  
g r o u p s  o f  o r g a n i s m s .  T h i s  i s  f i n e  i n  p r i n c i p l e  b u t ,  i n  p r a c t i c e ,  i t  i s  q u i t e  d i f f i c u l t  t o  a p p l y  
t o  t h e  r e c o n s t r u c t i o n  o f  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  S i m p s o n  w a s  a  m a m m a l i a n  a n d  
p e n g u i n  s y s t e m a t i s t ,  a n d  t h e r e f o r e  w o r k e d  w i t h  g r o u p s  t h a t  o f t e n  h a d  r e l a t i v e l y  g o o d  f o s s i l  
r e c o r d s .  F o s s i l s  a r e  l e s s  u s e f u l  i n  i n s e c t  s y s t e m a t i c s .  
E v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s  h a s  b e e n  c r i t i c i z e d  f o r  r e l y i n g  t o o  m u c h  o n  s u b j e c t i v e  
j u d g e m e n t  a n d  i n t u i t i v e  m e t h o d o l o g y  t o  p r o d u c e  c l a s s i f i c a t i o n s ,  a n d  a l s o  o n  a m b i g u o u s l y  
e x p r e s s e d  h y p o t h e s e s  o f  e v o l u t i o n a r y  p r o c e s s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  h o w  
c h a r a c t e r s  c h a n g e  i n  e v o l u t i o n ,  w h i c h  c h a r a c t e r s  a r e  m o r e  c o n s e r v a t i v e  t h a n  t h e  o t h e r s  a n d  
w h i c h  c h a r a c t e r s  s h o u l d  b e  u s e d  a n d  w h i c h  s h o u l d  n o t ,  r e l i e s  o n  v a l u e  j u d g m e n t s  b y  t h e  
i n d i v i d u a l  s p e c i a l i s t .  S i m p s o n  r e g a r d e d  t h e  m e t h o d o l o g y  o f  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s  a s  a n  
a r t  b e i n g  b a s e d  o n  ' h u m a n  c o n t r i v a n c e  a n d  i n g e n u i t y '  ( S i m p s o n  1 9 6 1 ) .  A s  a  r e s u l t  o f  t h i s  
h i g h l y  s u b j e c t i v e  p r o c e s s ,  i t  c a n  b e  s a i d  t h a t  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s  i s  n o t  r e a l l y  a  
s c i e n t i f i c  m e t h o d  s i n c e  i t  i s  u n l i k e l y  t o  p r o d u c e  r e p e a t a b l e  r e s u l t s  a n d  s t r i c t l y  t e s t a b l e  
h y p o t h e s e s .  F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  t h e  s c h o o l  o f  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s  i n  c l a s s i f i c a t i o n  
r e c e i v e d  s t r o n g  c r i t i c i s m  f r o m  o t h e r  s y s t e m a t i s t s  a n d  i t s  s h o r t c o m i n g s  l e d  l a t e r  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  o t h e r  s c h o o l s  o f  t h o u g h t  l i k e  c l a d i s t i c s  a n d  p h e n e t i c s .  
2 . 2 . 1 . 2  P h e n e t i c s  
P h e n e t i c  c l a s s i f i c a t i o n  w a s  f i r s t  s u g g e s t e d  b y  t h e  F r e n c h  b o t a n i s t  M i c h e l  A d a n s o n  i n  
1 7 5 7  ( S c o t t - R a m  1 9 9 0 ) .  M u c h  l a t e r ,  i n  1 9 3 7 ,  J . S . L .  G i l m o u r  d e v e l o p e d  t h e  i d e a s  o f  
A d a n s o n  a n d  p r o p o s e d  t h e  i d e a  o f  u s i n g  n a t u r a l n e s s  a s  a  m e a n s  f o r  e v a l u a t i n g  
c l a s s i f i c a t i o n s  ( S c o t t - R a m  1 9 9 0 ) .  T h e  i d e a s  o f  t h e s e  t w o  w o r k e r s  w e r e  l a t e r  f o l l o w e d  b y  
t h e  p h e n e t i c i s t s .  T h e  c l a s s i c a l  w o r k  o n  p h e n e t i c s  c a n  b e  f o u n d  i n  S o k a l  a n d  S n e a t h ' s  
( 1 9 6 3 )  P r i n c i p l e s  o f  N u m e r i c a l  T a x o n o m y ,  J a r d i n e  a n d  S i b s o n ' s  ( 1 9 7 1 )  M a t h e m a t i c a l  
T a x o n o m y  a n d  S n e a t h  a n d  S o k a l ' s  ( 1 9 7 3 )  N u m e r i c a l  T a x o n o m y .  T h e  t e r m  p h e n e t i c s  i s  
n o w  s y n o n y m o u s  w i t h  n u m e r i c a l  p h e n e t i c s .  T h e  t e r m  n u m e r i c a l  t a x o n o m y  d o e s  n o t  o n l y  
m e a n  p h e n e t i c s  a n y  m o r e  b u t  h a s  c o m b i n e d  t w o  a r e a s  o f  m e t h o d o l o g y :  n u m e r i c a l  
9  
p h e n e t i c s  a n d  n u m e r i c a l  c l a d i s t i c s  ( S c o t t - R a m  1 9 9 0 ) .  
T h e  b a s i c  i d e a  o f  p h e n e t i c  c l a s s i f i c a t i o n  i s  t o  g r o u p  o r  a r r a n g e  t h e  o r g a n i s m s  b a s e d  
o n  o v e r a l l  s i m i l a r i t y  a n d  u s i n g  a l l  a v a i l a b l e  c h a r a c t e r s ,  w i t h o u t  a n y  w e i g h t i n g  ( S o k a l  a n d  
C a m i n  1 9 6 5 ) .  U n l i k e  t h e  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i s t s ,  t h e  p h e n e t i c i s t s  r e j e c t  g r o u p i n g  t a x a  
o n  t h e  b a s i s  o f  a  p r i o r i  w e i g h t i n g .  T h e y  b e l i e v e  t h e r e  i s  n o  c h a r a c t e r  o r  a n y  s o r t  o f  
f e a t u r e  t h a t  i s  i n h e r e n t l y  m o r e  s i g n i f i c a n t  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  a v a i l a b l e  c h a r a c t e r s .  S u c h  
p h e n e t i c i s t s  a g r e e  t h a t  e v e r y  f e a t u r e  o r  c h a r a c t e r  i s  o f  e q u a l  w e i g h t  i n  c r e a t i n g  n a t u r a l  t a x a  
( S n e a t h  1 9 6 1 ) .  P h e n e t i c i s t s  a l s o  c l a i m  t h a t  t h e  c h a r a c t e r  w e i g h t i n g  o f  e v o l u t i o n a r y  
t a x o n o m y  i s  a  s u b j e c t i v e  m e t h o d  t h a t  c a n n o t  b e  t h e  b a s i s  o f  a  p r e c i s e  s c i e n c e .  T h e  
p h e n e t i c i s t s  c l a i m  t h a t  p h e n e t i c s  i s  a  t r u l y  s c i e n t i f i c  m e t h o d  b e c a u s e  i t  i s  a  r e p e a t a b l e  a n d  
o b j e c t i v e  t e c h n i q u e .  T h e  w h o l e  p r o c e d u r e  o f  p h e n e t i c s  i s  e x a c t l y  s p e c i f i e d .  I t  c a n  b e  
r e p e a t e d  b y  a n y  t a x o n o m i s t  w h o ,  s t a r t i n g  f r o m  t h e  s a m e  s e t  o f  c h a r a c t e r s ,  w o u l d  c o m e  u p  
w i t h  t h e  s a m e  c l a s s i f i c a t i o n .  M o r e o v e r ,  i t  i s  a n  o b j e c t i v e  m e t h o d  b e c a u s e  i t  i s  e m p i r i c a l l y  
b a s e d  o n  m a n y  o b s e r v a t i o n s  o f  c h a r a c t e r s  a n d  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s .  P h e n e t i c i s t s  a r g u e  
t h a t ,  i n  p r a c t i c e ,  t h e  s e a r c h  f o r  t h e  t r u e  o r  m o s t  p e r f e c t  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p  f o r  a  
g r o u p  o f  o r g a n i s m s  i s  a n  i m p o s s i b l e  d r e a m .  T h e r e f o r e ,  t h e  m o s t  u s e f u l  m e a n s  o f  
c l a s s i f i c a t i o n  s h o u l d  b e  b a s e d  o n  c o n v e n i e n c e ,  s i m p l i c i t y ,  a n d  u s e  t h e  f e w e s t  a s s u m p t i o n s .  
T h e  m o s t  r e m a r k a b l e  a s s u m p t i o n  i n  p h e n e t i c  m e t h o d o l o g y  i s  t h e  c o m p l e t e  r e j e c t i o n  
o f  p h y l o g e n e t i c  a s s u m p t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  i n f o r m a t i o n  a b o u t  e v o l u t i o n a r y  e v e n t s ,  s u c h  a s  
t h e  e v o l u t i o n a r y  r a t e ,  o r  t h e  o r i g i n s  o f  r e s e m b l a n c e  o f  c h a r a c t e r s  i n  t h e  t a x a .  I n  o t h e r  
w o r d s ,  t h e  p h e n e t i c i s t s  e m p h a s i s e  t h e  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  t h e  p r o c e s s  o f  e v o l u t i o n  a n d  t h e  
p r o c e s s  o f  c l a s s i f i c a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  b a s i c  a s s u m p t i o n  o f  p h e n e t i c s  i s  t h a t  o r g a n i s m s  
t h a t  a r e  v e r y  s i m i l a r  a r e  l i k e l y  t o  b e  c l o s e l y  r e l a t e d .  I n  c o n t r a s t ,  o r g a n i s m s  t h a t  a r e  
d i s s i m i l a r  t e n d  t o  h a v e  r e m o t e  a n c e s t o r s .  M o r e o v e r ,  i t  i s  s o m e t i m e s  s t a t e d  t h a t  p h e n e t i c  
s i m i l a r i t y ,  w h i c h  i s  b a s e d  o n  o v e r a l l  s i m i l a r i t y  o f  t a x o n o m i c  c h a r a c t e r s ,  c a n  b e  a s s u m e d  t o  
r e f l e c t  g e n e t i c  s i m i l a r i t y .  T h i s  s t a t e m e n t  o f  p h e n e t i c s  l o o k s  c o n t r a d i c t o r y  a n d  h a s  b e e n  
c r i t i c i s e d  o n  t h e  b a s i s  t h a t  t h e  o v e r a l l  p h e n o t y p i c  l i k e n e s s  o f  o r g a n i s m s  i s  u n a b l e  t o  
c h a r a c t e r i z e  t h e  g e n e t i c  p a r a d i g m  o f  s u c h  o r g a n i s m s  ( S o k a l  a n d  S n e a t h  1 9 6 3 ;  J a r d i n e  a n d  
S i b s o n  1 9 7 1 ;  S n e a t h  a n d  S o k a l  1 9 7 3 ;  F a r r i s  1 9 7 7 ) .  
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2 . 2 . 1 . 3  C l a d i s t i c  s y s t e m a t i c s  ( P h y l o g e n e t i c  s y s t e m a t i c s )  
S i n c e  t h e  p u b l i c a t i o n  o f  W i l l i  H e n n i g ' s  P h y l o g e n e t i c  S y s t e m a t i c s  i n  1 9 6 6 ,  t h e  
m e t h o d o l o g y  f o r  r e c o n s t r u c t i o n  o f  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  h a s  u n d e r g o n e  m a n y  c h a n g e s  
a n d  h a s  d e v e l o p e d  m o r e  d i v e r s i t y .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  s t a t i s t i c a l  m e t h o d  o f  m a x i m u m  
l i k e l i h o o d ,  w h i c h  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  g e n e  f r e q u e n c i e s  a n d  n u c l e i c  a c i d  s e q u e n c e  d a t a ,  t h e  
c o m p a t i b i l i t y  a n d  d i s t a n c e  m a t r i c e s ,  a n d  t h e  m o s t  p o p u l a r  p a r s i m o n y  m e t h o d s  h a v e  a l l  
b e e n  i n t r o d u c e d  s i n c e  t h a t  t i m e  ( F e l s e n s t e i n  1 9 8 3 ) .  H o w e v e r ,  i t  s t i l l  h a s  t h e  s a m e  b a s i c  
a s s u m p t i o n s .  T h i s  r e v i e w  f o c u s e s  o n l y  o n  t h e  c l a d i s t i c s  m e t h o d ,  w h i c h  i s  b a s e d  o n  t h e  
p a r s i m o n y  p r i n c i p l e  o f  p h y l o g e n e t i c  r e c o n s t r u c t i o n .  
C l a d i s t i c s  d e v e l o p e d  f r o m  H e n n i g ' s  p h y l o g e n e t i c  s y s t e m a t i c s  a n d  h a s  b e c o m e  a  
m o r e  a n d  s h o u l d  m o r e  p o p u l a r  a p p r o a c h  f o r  u n d e r s t a n d i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  v a r i o u s  
o r g a n i s m s .  T h e  c l a d i s t i c s  m e t h o d  c o n t r a s t s  w i t h  p h e n e t i c s ,  w h i c h  i s  b a s e d  o n  o v e r a l l  
s i m i l a r i t y .  L i k e  e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s ,  p r o p o n e n t s  o f  c l a d i s t i c s  b e l i e v e  t h a t  
e v o l u t i o n a r y  t h e o r y  s h o u l d  h a v e  a n  e s s e n t i a l  r o l e  i n  t a x o n o m y  a n d  t h a t  b i o l o g i c a l  
c l a s s i f i c a t i o n  s h o u l d  h a v e  a  s y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p  t o  p h y l o g e n y  ( S c o t t - R a m  1 9 9 0 ) .  
T h e r e f o r e ,  t h e  g o a l  o f  c l a d i s t i c  s y s t e m a t i c s  i s  t o  p r o d u c e  t e s t a b l e  h y p o t h e s e s  o f  
g e n e a l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  o r g a n i s m s ,  b a s e d  o n  t h e  p o s s e s s i o n  o f  s h a r e d  d e r i v e d  
c h a r a c t e r s ,  w h i c h  p a s s  f r o m  r e c e n t  c o m m o n  a n c e s t o r s ,  t h r o u g h  g e n e a l o g i c a l  d e s c e n t .  
C l a d i s t s  b e l i e v e  t h a t  i n f e r e n c e s  o f  e v o l u t i o n a r y  h i s t o r y  s h o u l d  b e  b a s e d  o n  s t u d i e s  o f  
r e c e n t  t a x a ,  b e c a u s e  e v o l u t i o n  i s  a n  o n g o i n g  p r o c e s s  o f  d e v e l o p m e n t ,  a n d  s h o u l d  a l s o  
i n v o l v e  t h e  s t u d y  o f  s u c c e s s i v e  c h a n g e s  i n  c h a r a c t e r s .  C h a r a c t e r s  t h a t  r e m a i n  u n c h a n g e d  
f r o m  t h e i r  a n c e s t r a l  s t a t e  c o n t a i n  n o  i n f o r m a t i o n  a b o u t  g e n e a l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p s ,  i n  
c o n t r a s t  t o  c h a r a c t e r s  t h a t  h a v e  c h a n g e d  ( d e r i v e d  s t a t e s )  a n d  c a n  s i g n a l  e v o l u t i o n a r y  e v e n t s  
( H e n n i g  1 9 6 6 ) .  C l a d i s m  i s  d e p e n d e n t ,  t h e r e f o r e ,  o n  t h e  s t a t u s  o f  p r i m i t i v e  a n d  d e r i v e d  
c h a r a c t e r  s t a t e s .  O n e  o f  t h e  k e y  q u e s t i o n s  f o r  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  i s  h o w  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  
c h a r a c t e r  s i m i l a r i t i e s ,  w i t h i n  a  g r o u p ,  a r e  e v o l u t i o n a r y  n o v e l t i e s  a n d  r e f l e c t  g e n e a l o g i c a l  
r e l a t i o n s h i p s .  T h i s  c a n  b e  a c c o m p l i s h e d  b y  a  p r o c e s s  r e f e r r e d  t o  a s  c h a r a c t e r  s t a t e  p o l a r i t y  
a n a l y s i s  i n  w h i c h  d e c i s i o n s  a r e  m a d e  a b o u t  w h i c h  c h a r a c t e r  s t a t e s ,  i n  t h e  t a x a  b e i n g  
e x a m i n e d ,  a r e  d e r i v e d  ( a p o m o r p h i c )  a n d  w h i c h  a r e  p r i m i t i v e  ( p l e s i o m o r p h i c ) .  S e v e r a l  
c r i t e r i a  a r e  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  e v o l u t i o n a r y  p o l a r i t y  o f  c h a r a c t e r  s t a t e s .  T h e s e  h a v e  b e e n  
well discussed by many authors, such as Steven (1980), Watrous and Wheeler (1981), 
Maddison et at. (1984) and Nelson (1985). 
Cladistics is also based on the Camin-Sokal 'principle of minimum-steps evolution' 
(Cal1).in and Sokal 1965). According to this method, the best hypothetical phylogeny is 
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the one that requires the smallest number of character changes across all characters; there 
should be as few reversals and convergences of characters as possible. This principle is 
also called 'the principle of parsimony' (Bonde 1977; Sober 1983). Therefore, if there is 
a conflict of character changes in a phylogenetic construction, for cladistic analysis the 
maximum parsimony criterion, which only allows the fewest steps of change, determines 
the most suitable phylogenetic tree. Cladistic methodology and concepts have been widely 
discussed and treatments can be found in many publications, such as Eldredge and 
Cracraft (1980), Ridley (1985) and Scott-Ram (1990). 
2.2.2 Data for systematics studies 
Systematics studies always involve the consideration of a number of taxonomic 
characters. Mayr (1969) defined a taxonomic character as 'any attribute of a member of a 
taxon by which it differs from a member of a different taxon'. It is implied that characters 
can be any internal or external morphological, physiological, behavioural, biochemical, 
molecular or any other kind of feature of the organism. 
There has been considerable controversy over whether biochemical and molecular, 
or morphological characters are inherently better sources of information for estimating 
phylogeny (Berlocher 1984; Hillis 1987; Patterson 1987; Moritz and Hillis 1990). Some 
have declared that morphological characters are likely to be misleading (Frelin and 
Vuilleumier 1979), whereas others have argued that molecular characters are relatively 
weak (Kluge 1983). The advantages and disadvantages of these two sources of 
information were well documented by Hillis (1987) and Moritz and Hillis (1990). 
2.3 The carabid genus Holcaspis Chaudoir 
The ground beetle genus Holcaspis Chaudoir (family Carabidae) comprises a group 
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o f  N e w  Z e a l a n d  e n d e m i c  s p e c i e s  a n d  h a s  b e e n  k n o w n  s i n c e  l a t e  l a s t  c e n t u r y .  H o l c a s p i s  i s  
a  g e n u s  r i c h  i n  s p e c i e s  w i t h  m o r e  t h a n  3 0  r e c o g n i s e d  e n t i t i e s  ( B u t c h e r  1 9 8 4 ) .  T h e  
s y s t e m a t i c s  o f  t h e  g e n u s  h a v e  n o t  b e e n  w e l l  s t u d i e d ,  o n l y  t h e  i n i t i a l  a s p e c t  o f  H o l c a s p i s  
s p e c i e s  d e l i m i t a t i o n  h a s  b e e n  a t t e m p t e d .  T h e  p h y l o g e n y  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  i s  s t i l l  
u n k n o w n .  
2 . 3 . 1  H i s t o r y  o f  t h e  c a r a b i d  g e n u s  H o l c a s p i s  
I t  i s  o v e r  1 2 0  y e a r s  s i n c e  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  w a s  o r i g i n a l l y  d e s c r i b e d  a n d  p l a c e d  
i n  t h e  t r i b e  P t e r o s t i c h i n i  ( F e r o n i i n i )  b y  t h e  g r e a t  F r e n c h  e n t o m o l o g i s t  B a r o n  M a x i m i l l i e n  
d e  C h a u d o i r .  H o l c a s p i s  w a s  o r i g i n a l l y  d e s c r i b e d  a s  a  s u b g e n u s  o f  F e r o n i a  a n d  
d i s t i n g u i s h e d  b y  C h a u d o i r  ( 1 8 6 5 )  o n  t h e  b a s i s  o f  i t s  p l u r i s u l c a t e  s c u t e l l u m  a n d  t h e  a b s e n c e  
o f  g r o o v e s  o n  t h e  t a r s i .  H e  o r i g i n a l l y  i n c l u d e d  t h r e e  s p e c i e s ,  H .  a n g u s t u l a ,  H .  i n t e r m i t t e n s  
a n d  H .  o v a t e l l a ,  i n  t h e  g e n u s .  
F i f t e e n  y e a r s  l a t e r ,  C a p t a i n  T h o m a s  B r o u n  p u b l i s h e d  h i s  ' M a n u a l  o f  t h e  N e w  
Z e a l a n d  C o l e o p t e r a ,  P a r t  l '  ( B r o u n  1 8 8 0 )  w h e r e  t w o  f u r t h e r  s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s  w e r e  
d e s c r i b e d  ( H .  d e n t i f e r a  a n d  H .  h i s p i d u l a ,  a  s y n o n y m  o f  H .  h i s p i d a  t h a t  h e  h a d  b r i e f l y  
d e s c r i b e d  t h r e e  y e a r s  e a r l i e r ) .  T h e  g e n u s  n a m e  H o l c a s p i s  w a s  l a t e r  s y n o n y m i s e d  w i t h  
P t e r o s t i c h u s  b y  S h a r p  ( 1 8 8 6 )  a n d  s u b s e q u e n t l y  a b a n d o n e d  b y  B r o u n  ( 1 8 9 3 ) .  T h e  
p r e f e r e n c e  f o r  P t e r o s t i c h u s  w a s  o n  t h e  g r o u n d s  t h a t  t h e  t a x o n o m i c  c h a r a c t e r s  t h a t  
C h a u d o i r  u s e d  t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  w e r e  i n s u f f i c i e n t  t o  d i s t i n g u i s h  i t ,  
b e c a u s e  t h e s e  c h a r a c t e r s  w o u l d  a l s o  a p p l y  t o  s p e c i e s  i n  s e v e r a l  g r o u p s  o f  N e w  Z e a l a n d  
p t e r o s t i c h i n e s  ( B r i t t o n  1 9 4 0 ) .  B r o u n  w a s  a n  e a r l y  N e w  Z e a l a n d  e n t o m o l o g i s t  w h o  
c o l l e c t e d  a n d  d e s c r i b e d  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s p e c i e s  t h a t  a r e  n o w  i n c l u d e d  i n  t h e  g e n u s  
H o l c a s p i s .  D u r i n g  t h e  y e a r s  1 8 8 0 - 1 9 2 1 ,  m a n y  w o r k s  i n c l u d i n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w e r e  
p u b l i s h e d  b y  B r o u n .  H o w e v e r ,  B r o u n ' s  p u b l i c a t i o n s  h a v e  b e e n  s e v e r e l y  c r i t i c i s e d  b e c a u s e  
t h e y  w e r e  n o t  o f  g o o d  q u a l i t y ,  e v e n  b y  t h e  s t a n d a r d s  o f  t h e  t i m e  ( S h a r p  1 8 8 6 ) .  B r o u n  
n e v e r  c o n s t r u c t e d  a  k e y ,  n o r  i l l u s t r a t e d  h i s  p u b l i c a t i o n s ,  e x c e p t  w i t h  a  f e w  p a g e s  o f  p o o r  
p h o t o g r a p h s ,  n o n e  o f  w h i c h  w e r e  o f  C a r a b i d a e  ( W a t t  1 9 8 2 ) .  
B r i t t o n  ( 1 9 4 0 )  r e v i s e d  t h e  N e w  Z e a l a n d  P t e r o s t i c h i n i  f r o m  m a t e r i a l  h e l d  i n  t h e  
c o l l e c t i o n s  o f  t h e  B r i t i s h  M u s e u m  ( N a t u r a l  H i s t o r y ) .  T h i s  i n c l u d e d  t h e  B r o u n  c o l l e c t i o n  
a n d  m a n y  s p e c i e s  d e s c r i b e d  b y  W h i t e  ( 1 8 4 6 )  a n d  b y  S h a r p .  H e  a l s o  e x a m i n e d  t h e  t y p e  
s p e c i m e n s  o f  s p e c i e s  d e s c r i b e d  b y  D e j e a n ,  B a t e s  ( 1 8 7 4 )  a n d  C h a u d o i r  i n  t h e  O b e r t h u r  
C o l l e c t i o n ,  n o w  h o u s e d  i n  t h e  M u s e u m  N a t i o n a l  d ' H i s t o i r e  N a t u r e l l e ,  P a r i s .  B r i t t o n  
r e s u r r e c t e d  t h e  n a m e  H o l c a s p i s  t o  d i s t i n g u i s h  a n  e n d e m i c  g r o u p  o f  N e w  Z e a l a n d  s p e c i e s  
f r o m  t h e  N o r t h e r n  H e m i s p h e r e  P t e r o s t i c h u s .  H i s  p u b l i c a t i o n  ( B r i t t o n  1 9 4 0 )  i n c l u d e d  a  
k e y  t o  t h e  2 2  s p e c i e s  a n d  o n e  s u b s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s  k n o w n  t h e n .  A p a r t  f r o m  
c o n s t r u c t i n g  a  k e y  t o  t h e  s p e c i e s  a n d  e s t a b l i s h i n g  m u c h  s y n o n y m y ,  B r i t t o n  a l s o  
d e m o n s t r a t e d  t h e  v e r y  h i g h  v a l u e  o f  i l l u s t r a t i o n s  o f  t h e  p r o n o t u m  a n d  m a l e  g e n i t a l i a  f o r  
t h e  d i s t i n c t i o n  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
A p a r t  f r o m  a  k e y  t o  t h e  P t e r o s t i c h i n a e  o f  A u s t r a l i a  a n d  N e w  Z e a l a n d  b y  M o o r e  
( 1 9 6 5 ) ,  w h i c h  i n d i c a t e d  s o m e  p o s s i b l e  r e l a t i v e s  o f  H o l c a s p i s ,  t h e r e  w a s  n o  s u b s e q u e n t  
t a x o n o m i c  w o r k  o n  H o l c a s p i s  u n t i l  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  T h i r t y  o n e  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  
i n c l u d i n g  s e v e n  n e w  s p e c i e s ,  w e r e  d i s t i n g u i s h e d  b y  B u t c h e r .  H e  a l s o  r e m o v e d  H .  e d a x  
C h a u d o i r  f r o m  t h e  g e n u s  t o  N e o f e r o n i a  B r i t t o n .  N e o f e r o n i a  m a y  b e  a  s i s t e r  g r o u p  t o  
H o l c a s p i s .  B u t c h e r  a l s o  c o n s t r u c t e d  a  v a l u a b l e  k e y  t o  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a n d  i n c l u d e d  
d r a w i n g s  o f  m a l e  a n d  f e m a l e  g e n i t a l i a .  H e  a l s o  g r o u p e d  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  i n t o  n i n e  
s p e c i e s  g r o u p s ,  b a s e d  o n  m o r p h o l o g i c a l  s i m i l a r i t y .  
2 . 3 . 2  T a x o n o m i c  c h a r a c t e r s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
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T h e  g e n u s  H o l c a s p i s  i n c l u d e s  n e a r l y  h a l f  o f  t h e  N e w  Z e a l a n d  i n d i g e n o u s  s p e c i e s  o f  
P t e r o s t i c h i n i  ( B r i t t o n  1 9 4 0 ) .  A  g e n e r a l i s e d  d e s c r i p t i o n  i s  a s  f o l l o w s :  
A l l  s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s  a r e  e n t i r e l y  b l a c k  a n d  b o d y  s i z e  v a r i e s  b e t w e e n  
1 0  a n d  2 6  m m .  M e n t u m  w i t h  a  d e e p  p i t  o n  e a c h  s i d e  t o w a r d s  t h e  b a s e ,  
t h i r d  e l y t r a l  i n t e r v a l  o f t e n  w i t h  o n e  o r  m o r e  s e t i f e r o u s  p u n c t u r e s .  H i n d  
w i n g s  a b s e n t ,  e l y t r a  j o i n e d  t o g e t h e r  a l o n g  t h e  s u t u r e .  D o r s a l  s u r f a c e  o f  a l l  
t a r s a l  s e g m e n t s  s m o o t h .  B a s a l  s e g m e n t  o f  t h e  a n t e n n a e  r o u n d e d ,  p o s t e r i o r  
t i b i a e  i n  m a l e  w i t h o u t  a p i c a l  p r o l o n g a t i o n .  T h e  s e v e n t h  e l y t r a l  i n t e r v a l  
w i t h o u t  s e t i f e r o u s  p u n c t u r e s .  R i g h t  p a r a m e r e  w i t h  a  h i g h l y  m o d i f i e d  s t y l u s ,  
f a l c a t e  o r  c o n t o r t e d  a p i c a l l y ,  l e f t  p a r a m e r e  c o n c h o i d  w i t h  r o u n d e d  a p e x  a n d  
o r i f i c e  o f  a e d e a g u s  s t r i c t l y  d o r s a l .  M a l e s  a n d  f e m a l e s  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d  
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b y  t h e  f o r e t a r s a l  s e g m e n t s .  I n  t h e  m a l e ,  t h e  t h r e e  b a s a l  t a r s a l  s e g m e n t s  o n  
t h e  f o r e l e g s  a r e  o b v i o u s l y  e x p a n d e d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  f e m a l e ,  w h e r e  t h e s e  
s e g m e n t s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  o t h e r  l e g s  ( M o d i f i e d  a f t e r  B r i t t o n  1 9 4 0 ;  
M o o r e  1 9 6 5 ) .  
S e v e r a l  t y p i c a l  c h a r a c t e r s  c a n  b e  u s e d  t o  d i s t i n g u i s h  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  o t h e r  
s i m i l a r  N e w  Z e a l a n d  P t e r o s t i c h i n i .  F o r  e x a m p l e ,  i n  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  t h e  m e n t u m  h a s  a  
d e e p  p i t  o n  e a c h  s i d e  t o w a r d s  t h e  b a s e ,  a  c h a r a c t e r  n o t  p r e s e n t  i n  N e o f e r o n i a .  A n o t h e r  
s i g n i f i c a n t  c h a r a c t e r  o f  H o l c a s p i s  i s  t h e  l a c k  o f  s e t i f e r o u s  p u n c t u r e s  o n  t h e  s e v e n t h  e l y t r a l  
i n t e r v a l  t h a t  a r e  f o u n d  i n  M e g a d r o m u s .  
A c c o r d i n g  t o  B r i t t o n  ( 1 9 4 0 )  a n d  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) ,  w h o  b o t h  c o n s t r u c t e d  k e y s  t o  
H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  s e v e r a l  i m p o r t a n t  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  o f  t h e  a d u l t  a r e  u s e f u l  i n  
c l a s s i f i c a t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  s h a p e  a n d  s e t a t i o n  o f  t h e  p r o n o t u m  w a s  e x t e n s i v e l y  u s e d .  
B r i t t o n  ( 1 9 4 0 )  p r e s e n t e d  i l l u s t r a t i o n s  o f  t h e  H o l c a s p i s  p r o n o t u m  i n  h i s  r e v i e w  o f  t h e  
g e n u s .  A n o t h e r  k e y  t a x o n o m i c  c h a r a c t e r  i s  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  d o r s a l  s e t i f e r o u s  
p u n c t u r e s  a n d  s t r i a l  g r o o v e s  o n  t h e  e l y t r a .  G e n i t a l i a  s t r u c t u r e  i s  a l s o  a  p r o m i n e n t  
c h a r a c t e r  u s e d  b y  p r e v i o u s  t a x o n o m i s t s  w o r k i n g  w i t h  H o l c a s p i s .  T h e  m a l e  g e n i t a l i a  h a v e  
b e e n  g e n e r a l l y  u s e d ,  b u t  f e m a l e  g e n i t a l i a  w e r e  a l s o  c o n s i d e r e d  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  H e  
i l l u s t r a t e d  t h e  f e m a l e  g o n o s t y l i  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f o r  t h e  f i r s t  t i m e .  A l l  o f  o u r  
k n o w l e d g e  o f  H o l c a s p i s  t a x o n o m y  i s  b a s e d  o n  t h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e  a d u l t  s t a g e .  L a r v a e  
h a v e  n o t  b e e n  d e s c r i b e d .  
2 . 3 . 3  G e o g r a p h i c  d i s t r i b u t i o n  
T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w a s  w e l l  c o v e r e d  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  a r e  f o u n d  t h r o u g h o u t  t h e  N o r t h  a n d  S o u t h  I s l a n d s  o f  N e w  Z e a l a n d  a n d  
o n e  s p e c i e s  ( H .  s t e w a r t e n s i s )  i s  c o n f i n e d  t o  S t e w a r t  I s l a n d .  A l l  o f  t h e  s p e c i e s  a r e  
r e s t r i c t e d  t o  e i t h e r  t h e  N o r t h  o r  S o u t h  I s l a n d ,  e x c e p t  H .  o e d i c n e m a ,  w h i c h  i s  f o u n d  o n  
b o t h  i s l a n d s ,  a n d  H .  p u n c t i g e r a ,  w h i c h  i s  f o u n d  o n  b o t h  t h e  S o u t h  a n d  S t e w a r t  I s l a n d s  
( E m b e r s o n ,  p e r s .  c o m . ) .  T h r e e  q u a r t e r s  o f  t h e  s p e c i e s  a r e  f o u n d  o n l y  i n  t h e  S o u t h  I s l a n d .  
2 . 3 . 4  B i o n o m i c s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  
T h e r e  h a s  b e e n  v e r y  l i t t l e  w o r k  d o n e  o n  t h e  b i o l o g y  o f  N e w  Z e a l a n d  H o l c a s p i s .  
T h e  o n l y  w o r k ,  B u t c h e r  a n d  E m b e r s o n  ( 1 9 8 1 ) ,  c o v e r e d  s o m e  a s p e c t s  o f  t h e  b i o l o g y  o f  
s e v e r a l  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f o u n d  o n  B a n k s  P e n i n s u l a .  
2 . 3 . 4 . 1  H a b i t a t  p r e f e r e n c e  
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H o l c a s p i s  i s  a  g e n u s  o f  g r o u n d  d w e l l i n g ,  c a r n i v o r o u s  b e e t l e s .  D u r i n g  t h e  d a y ,  t h e y  
c a n  b e  f o u n d  h i d i n g  u n d e r  s t o n e s  o r  l o g s .  B u t c h e r  a n d  E m b e r s o n  ( 1 9 8 1 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e  
p r e f e r r e d  h a b i t a t  o f  f o u r  s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s  ( H .  a n g u s t u l a ,  H .  e l o n g e l l a ,  H .  s u b a e n e a  
a n d  H .  s u t e r i )  m o s t l y  t e n d e d  t o  b e  c l o s e  t o  n a t i v e  f o r e s t  o r  i n  c l e a r i n g s  i n  t h e  b u s h  w h e r e  
g r o u n d  c o v e r  i n c l u d e d  a  m a t  o f  l e a f  l i t t e r .  H o l c a s p i s  s u t e r i  w a s  t h e  m o s t  n u m e r o u s  
s p e c i e s  f o u n d  i n  t h e  s t u d y .  B o t h  H .  e l o n g e l l a  a n d  H .  s u t e r i  s e e m e d  t o  p r e f e r  d e n s e ,  b u s h  
c o v e r e d  a r e a s .  H o l c a s p i s  s u b a e n e a  w a s  a b l e  t o  t o l e r a t e  g r a s s  s w a r d  c o v e r  m o r e  r e a d i l y  
t h a n  H .  s u t e r i .  F r o m  p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n s ,  H .  i n t e r m i t t e n s  a p p e a r s  t o  f a v o u r  p a s t u r e  
c o v e r  t o  b u s h  c o v e r .  A t  t h i s  s t a g e ,  w i t h  t h e  l i m i t a t i o n  o f  w o r k  i n  t h i s  g e n u s ,  t h e  h a b i t a t  
p r e f e r e n c e  o f  t h e  o t h e r  H o l c a s p i s  s p e c i e s  i s  s t i l l  u n k n o w n .  
2 . 3 . 4 . 2  P h e n o l o g y  
N o t  a l l  c a r a b i d  b e e t l e s  a r e  a c t i v e  a s  a d u l t s  t h r o u g h o u t  t h e  y e a r ,  e v e n  u n d e r  
f a v o u r a b l e  c o n d i t i o n s  ( T h i e l e  1 9 7 7 ) .  E a c h  c a r a b i d  s p e c i e s  h a s  a  c h a r a c t e r i s t i c  a n n u a l  
a c t i v i t y  c y c l e .  T e m p e r a t e  z o n e  s p e c i e s  a r e  u s u a l l y  d i v i d e d  i n t o  s p r i n g  o r  a u t u m n  b r e e d e r s ,  
c o r r e s p o n d i n g  m a i n l y  t o  a d u l t  a n d  l a r v a l  o v e r w i n t e r e r s  ( L u f f  1 9 7 3 ) .  T h e  a c t i v i t y  a n d  l i f e  
c y c l e s  o f  c a r a b i d s  a r e  i n f l u e n c e d  b y  s e a s o n a l  c h a n g e s .  T e m p e r a t u r e  a n d  d a y  l e n g t h  a r e  
a l s o  k n o w n  t o  i n f l u e n c e  c a r a b i d  g r o w t h .  
I n  t h e  N o r t h e r n  H e m i s p h e r e ,  L a r o c h e l l e  ( 1 9 7 9 )  o b s e r v e d  t h a t  s o m e  P t e r o s t i c h u s  
s p e c i e s  h a v e  a n  a u t u m n  b r e e d i n g  p e r i o d  a n d  o v e r w i n t e r i n g  l a r v a .  K i r k  ( 1 9 7 1 )  s u g g e s t e d  
t h a t ,  i n  t h e  U . S . A . ,  s o m e  P t e r o s t i c h u s  a r e  s p r i n g  a n d  s u m m e r  b r e e d e r s .  T h e  a d u l t  s t a g e  
m a y  o v e r w i n t e r  a f t e r  b r e e d i n g  a n d  h a s  b e e n  k n o w n  t o  l i v e  f o r  u p  t o  t h r e e  y e a r s .  
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I n  N e w  Z e a l a n d ,  H o l c a s p i s ,  w h i c h  i s  r e l a t e d  t o  P t e r o s t i c h u s ,  i s  r e p r o d u c t i v e l y  a c t i v e  
d u r i n g  t h e  s u m m e r  ( B u t c h e r  a n d  E m b e r s o n  1 9 8 1 ) .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  N e w  Z e a l a n d  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  a r e  s p r i n g  a n d  s u m m e r  b r e e d e r s .  
2 . 3 . 4 . 3  S e x  R a t i o  
T h e  s e x  r a t i o s  o f  f o u r  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  B u t c h e r  a n d  E m b e r s o n  
( 1 9 8 1 ) .  T h e y  c a u g h t  m o r e  m a l e s  t h a n  f e m a l e s  i n  p i t f a l l  t r a p s  f o r  t h r e e  o f  t h e  f o u r  s p e c i e s .  
O n l y  w i t h  H .  s u t e r i  w e r e  f e w e r  m a l e s  t h a n  f e m a l e s  c a u g h t .  A  s i m i l a r  o c c u r r e n c e  o f  m a l e s  
p r e d o m i n a t i n g  h a s  b e e n  n o t e d  w i t h  t h e  s p e c i e s  P t e r o s t i c h u s  m a d i d u s  ( F a b r i c i u s )  i n  E u r o p e  
( L u f f  1 9 7 3 ) .  M u l l e r  ( 1 9 7 0  c i t e d  b y  L u f f  1 9 8 7 )  n o t e d  t h a t  s u c h  i m b a l a n c e s  p r e s u m a b l y  
a r i s e  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  e a c h  s e x  d u r i n g  t h e  a c t i v i t y  c y c l e ,  b u t  a l s o  d e p e n d  
o n  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  a n d  o n  t h e  r e s p o n s e  o f  e a c h  s e x  t o  t h e  t y p e  o f  t r a p  u s e d .  O t h e r  
a s p e c t s  o f  b i o l o g y  s u c h  e g g ,  l a r v a l  s t a g e  o r  l i f e  c y c l e  o f  N e w  Z e a l a n d  H o l c a s p i s  a r e  s t i l l  
u n k n o w n .  
2 . 3 . 5  C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  
T h e  m o s t  r e c e n t  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  i s  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  H e  
c l a s s i f i e d  t h e  g e n u s  i n t o  3 1  s p e c i e s  a r r a n g e d  i n  9  s p e c i e s  g r o u p s  a n d  7  s p e c i e s  c o m p l e x e s  
a s  f o l l o w s :  
3 . 1  i m p i g e r  c o m p l e x  
1 .  o v a t e l l a  g r o u p  
H .  o v a t e l l a  C h a u d o i r  1 8 6 5  
2 .  p u n c t i g e r a  g r o u p  
H .  p u n c t i g e r a  B r o u n  1 8 8 2  
H .  m o r d a x  B r o u n  1 8 8 6  
3 .  a n g u s t u l a  g r o u p  
3 . 2  a n g u s t u l a  c o m p l e x  
H .  i m p i g e r  B r o u n  1 8 8 6  
H .  a n g u s t u l a  C h a u d o i r  1 8 6 5  
H .  b a t h a n a  B u t c h e r  1 9 8 4  
H .  s t e w a r t e n s i s  B u t c h e r  1 9 8 4  
3 . 3  a l g i d a  c o m p l e x  
H .  a l g i d a  B r i t t o n  1 9 4 0  
a n g u s t u l a  c o m p l e x  ( c o n t . )  
H .  f a l c i s  B u t c h e r  1 9 8 4  
H .  b r e v i c u l a  B u t c h e r  1 9 8 4  
H .  o h a u e n s i s  B u t c h e r  1 9 8 4  
H .  i m p l i c a  B u t c h e r  1 9 8 4  
f l .  p l a c i d a  B r o u n  1 8 8 1  
4 .  
c a t e n u l a t a  g r o u p  
H .  c a t e n u l a t a  B r o u n  1 8 8 2  
5 .  
b r o u n i a n a  g r o u p  
H .  b r o u n i a n a  ( S h a r p  1 8 8 6 )  
H .  e l o n g e U a  ( W h i t e  J 8 4 6 )  
H .  t r i p u n c t a t a  B u t c h e r  1 9 8 4  
6 .  
e g r e g i a l i s  g r o u p  
H .  e g r e g i a l i s  ( B r o u n  1 9 1 7 )  
7 .  
h u d s o n i  g r o u p  
H .  h u d s o n i  B r i t t o n  1 9 4 0  
H .  s u t e r i  B r o u n  1 8 9 3  
8 .  
o d o n t e l l a  g r o u p  
H .  o d o n t e U a  ( B r o u n  1 9 0 8 )  
9 .  
o e d i c n e m a  g r o u p  
9 . 1  o e d i c n e m a  c o m p l e x  9 . 2  m u c r o n a t a  c o m p l e x  
H .  d e n t i f e r a  ( B r o u n  1 8 8 0 )  
H .  m u c r o n a t a  B r o u n  1 8 8 6  
H .  h i s p i d a  ( B r o u n  1 8 7 6 )  
H .  v e x a t a  ( B r o u n ,  1 9 0 8 )  
H .  o e d i c n e m a  B a t e s  1 8 7 4  
H .  s u b a e n e a  ( G u e r i n - M e n e v i l l e  1 8 4 1 )  
9 . 3  d e l a t o r  c o m p l e x  
H .  d e l a t o r  ( B r o u n ,  1 9 0 8 )  
H .  i n t e r m i t t e n s  C h a u d o i r ,  1 8 6 5  
9 . 4  v a g e p u n c t a t a  c o m p l e x  
H .  s i n u i v e n t r i s  ( B r o u n ,  1 9 0 8 )  
H .  v a g e p u n c t a t a  ( W h i t e , 1 8 4 6 )  
2 . 3 . 6  T h e  p h y l o g e n e t i c  p o s i t i o n  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  
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R e c e n t  s t u d i e s  r e c o g n i z e  H o l c a s p i s  a s  a  g e n u s  i n  t h e  t r i b e  P t e r o s t i c h i n i ,  w h i c h  i s  t h e  
l a r g e s t  t r i b e  i n  t h e  f a m i l y  C a r a b i d a e .  B r i t t o n  ( 1 9 4 0 )  r e v i e w e d  t h e  P t e r o s t i c h i n i  i n  N e w  
Z e a l a n d  a n d  s t a t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  n i n e  g e n e r a  i n  t h i s  t r i b e  ( M e g a d r o m u s ,  Z e o p o e c i l u s ,  
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A u l a c o p o d u s ,  H o l c a s p i s ,  P l o c a m o s t e t h u s ,  N e o f e r o n i a ,  R h y t i s t e m u s ,  P s e g m a t o p t e r u s  a n d  
L a e m o s t e n u s ) .  B o t h  R h y t i s t e m u s  a n d  L a e m o s t e n u s  a r e  i n t r o d u c e d ,  R h y t i s t e m u s  f r o m  
A u s t r a l i a  a n d  L a e m o s t e n u s  f r o m  E u r o p e  o r  N o r t h  A f r i c a .  F r o m  B r i t t o n ' s  w o r k ,  H o l c a s p i s  
h a s  b e e n  g r o u p e d  c l o s e l y  w i t h  A u l a c o p o d u s ,  P l o c a m o s t e t h u s  a n d  N e o f e r o n i a .  T h e  m o s t  
d i s t a n t  g r o u p s  f r o m  H o l c a s p i s  w e r e  P s e g m a t o p t e r u s  a n d  L a e m o s t e n u s ;  t h i s  l a t t e r  g e n u s  i s  
o f t e n  n o w  i n c l u d e d  i n  t h e  P l a t y n i n i  o r  S p h o d r i n i  ( L i n d r o t h  1 9 7 4 ) .  
I n  M o o r e ' s  ( 1 9 6 5 )  w o r k  o n  A u s t r a l i a n  a n d  N e w  Z e a l a n d  P t e r o s t i c h i n i ,  i t  w a s  
s u g g e s t e d  t h a t  H o l c a s p i s  w a s  a  s i s t e r  g r o u p  t o  N e o f e r o n i a ,  b o t h  h a v i n g  s t y l o i d  l e f t  
p a r a m e r e s .  H o l c a s p i s  i s  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  N e o f e r o n i a  b y  h a v i n g  a  d e e p  p i t  o n  e a c h  s i d e  
o f  t h e  m e n t u m .  T h e s e  t w o  g e n e r a  f o r m  a  v e r y  c l o s e l y  r e l a t e d  g r o u p  t h a t  m a y  a l s o  i n c l u d e  
A u l a c o p o d u s .  O n e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  n o t  s e e n  b y  B r i t t o n  ( 1 9 4 0 )  ( H .  e d a x )  w a s  r e m o v e d  
f r o m  t h e  g e n u s  t o  N e o f e r o n i a  ( B u t c h e r  1 9 8 4 ) .  
2 . 4  C o n c l u d i n g  r e m a r k s  
T h e  b i o l o g i c a l  d i s c i p l i n e  k n o w n  a s  s y s t e m a t i c s  b a s i c a l l y  d e a l s  w i t h  t h e  t h e o r y  a n d  
p r a c t i c e  o f  d e s c r i b i n g  a n d  c a t e g o r i z i n g  o r g a n i s m s .  T h r e e  c u r r e n t  s c h o o l s  o f  t h o u g h t :  
e v o l u t i o n a r y  s y s t e m a t i c s ,  p h e n e t i c s ,  a n d  c l a d i s t i c s ,  a r e  w e l l  k n o w n  i n  t h e  s c i e n c e  o f  
s y s t e m a t i c s .  T h e  b a s i c  i d e a s  a n d  c o n t r o v e r s y  a m o n g  t h e s e  m a j o r  s c h o o l s  o f  t h o u g h t  i n  
s y s t e m a t i c s  w e r e  d i s c u s s e d .  T h i s  r e v i e w  h a s  a t t e m p t e d  t o  p r o v i d e  t h e  b a s i c  c o n c e p t s  a n d  
t h e o r i e s  i n  s y s t e m a t i c s  i n  o r d e r  t o  a p p l y  t h e m  t o  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s .  S i n c e  t h e  g e n u s  
H o l c a s p i s  h a s  b e e n  k n o w n  w o r k  o n  t h e  s y s t e m a t i c s  o f  t h e  g e n u s  h a s  f o c u s e d  o n l y  o n  
s p e c i e s  d e l i m i t a t i o n .  T h e  p h y l o g e n y  o f  t h e  g e n u s  i s  s t i l l  u n e x p l o r e d .  I n  a d d i t i o n ,  
k n o w l e d g e  o f  o t h e r  a s p e c t s  o f  t h e  b i o l o g y  a n d  e c o l o g y  o f  t h i s  N e w  Z e a l a n d  e n d e m i c  
i n s e c t  g e n u s  i s  s t i l l  p o o r .  
C H A P T E R  3  
A  c l a d i s t i c  a n d  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  
b a s e d  o n  m o r p h o l o g i c a l  d a t a  
3 . 1  I n t r o d u c t i o n  
S i n c e  H o l c a s p i s  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  C h a u d o i r  i n  1 8 6 5 ,  m u c h  w o r k  h a s  b e e n  d o n e  
o n  t h e  s y s t e m a t i c s  o f  t h e  g e n u s ,  b u t  w o r k  o n  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  t h e  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  h a s  n e v e r  b e e n  p u b l i s h e d .  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) ,  i n  a  r e v i s i o n  o f  t h e  g e n u s  
H o l c a s p i s ,  g r o u p e d  t h e  3 1  s p e c i e s  i n t o  n i n e  s p e c i e s  g r o u p s ,  b a s e d  o n  s i m i l a r i t y  o f  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s .  H o w e v e r ,  h e  d i d  n o t  c o n s i d e r  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  s p e c i e s  
g r o u p s  d i s t i n g u i s h e d ,  n o r  t h e  p h y l o g e n e t i c  v a l u e  o f  t h e  c h a r a c t e r s  u s e d .  
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  p a r t  o f  t h e  s t u d y  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  
o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  b a s e d  o n  e x t e r n a l  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  o f  t h e  a d u l t  s t a g e  u s i n g  a  
c l a d i s t i c  a p p r o a c h .  A  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  w a s  a l s o  u s e d  f o r  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  
c l a d i s t i c  a n a l y s i s .  
3 . 2  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
I n  o r d e r  t o  f a c i l i t a t e  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  a  r e l a t i v e l y  l a r g e  n u m b e r  o f  H o l c a s p i s  
s p e c i e s  a n d  c h a r a c t e r s  ( 3 0  a n d  2 6 ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  a  c o m p u t e r i z e d  p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  w a s  
u s e d .  T h e  s e l e c t i o n  o f  t a x a ,  i n c l u d i n g  o u t g r o u p  a n d  i n g r o u p  t a x a ,  t h e  c h a r a c t e r s  s e l e c t e d  
f o r  a n a l y s i s ,  a n d  t h e  v a r i o u s  p r o c e d u r e s  u n d e r t a k e n  f o r  p h y l o g e n e t i c  c o n s t r u c t i o n  a r e  
d i s c u s s e d  b e l o w .  
3 . 2 . 1  I n g r o u p  s p e c i e s  
T h i r t y  o f  t h e  3 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  r e c o g n i z e d  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 )  w e r e  u s e d  a s  t h e  
i n  g r o u p  t a x a .  H o l c a s p i s  v e x a t a  w a s  o m i t t e d  f r o m  t h i s  s t u d y  b e c a u s e  s p e c i m e n s  w e r e  
u n a v a i l a b l e  a n d  t h e r e  w a s  n o t ·  e n o u g h  m o r p h o l o g i c a l  i n f o r m a t i o n  f r o m  t h e  p u b l i s h e d  
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s p e c i e s  d e s c r i p t i o n  f o r  c l a d i s t i c  a n a l y s i s .  
M a t e r i a l  o f  2 3  i n g r o u p  t a x a  w e r e  a v a i l a b l e  a s  s p e c i m e n s  i n  t h e  E n t o m o l o g y  M u s e u m  
o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  E n t o m o l o g y  a n d  A n i m a l  E c o l o g y ,  L i n c o l n  U n i v e r s i t y .  
M o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  w e r e  r e c o r d e d  f r o m  t h e s e  s p e c i m e n s .  S p e c i m e n s  o f  t h e  o t h e r  
s e v e n  H o i c a s p i s  s p e c i e s  ( H .  b a t h a n a ,  H .  b r e v i c u i a ,  H .  o d o n t e l l a ,  H .  s i n u i v e n t r i s ,  
H .  s u b a e n e a ,  H .  t r i p u n c t a t a  a n d  H .  v a g e p u n c t a t a )  w e r e  u n a v a i l a b l e ,  b u t  s o m e  
m o r p h o l o g i c a l  d e t a i l  w a s  o b t a i n e d  f r o m  s p e c i e s  d e s c r i p t i o n s  b y  B r o u n  ( 1 8 8 6 ) ,  B r i t t o n  
( 1 9 4 0 )  a n d  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  
3 . 2 . 2  O u t g r o u p  s p e c i e s  
A s  d i s c u s s e d  e a r l i e r  ( C h a p t e r  2 ) ,  t h e  p o l a r i t y  o f  c h a r a c t e r s  c a n  b e  t r a c e d  b y  u s i n g  a n  
o u t g r o u p  c o m p a r i s o n .  I n  o r d e r  t o  e s t i m a t e  t h e  p o l a r i z a t i o n  o f  t h e  2 6  c h a r a c t e r s  u s e d  i n  
t h e  a n a l y s i s ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  s e l e c t  a n  a p p r o p r i a t e  o u t g r o u p .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  a  m u l t i -
s p e c i e s  o u t g r o u p ,  i n c l u d i n g  t h r e e  s p e c i e s ,  w a s  u s e d  . .  T h e  g e n u s  N e o f e r o n i a  w a s  s e l e c t e d  
a s  o n e  o f  t h e  o u t g r o u p s  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  i t  i s  a  p o s s i b l e  s i s t e r  g e n u s  a n d  r e p r e s e n t s  
t h e  c l o s e s t  g e n u s  w i t h i n  t h e  P t e r o s t i c h i n i .  N e o f e r o n i a  i n t e g r e t a  ( B a t e s )  w a s  u s e d  a s  t h e  
r e p r e s e n t a t i v e  s p e c i e s  f o r  t h e  g e n u s .  I n  a d d i t i o n ,  t w o  p h y l o g e n e t i c  a l l y  m o r e  d i s t a n t  
o u t g r o u p  s p e c i e s  w e r e  u s e d .  T h e  s p e c i e s  M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c u s  ( C h a u d o i r )  f r o m  t h e  
t r i b e  P t e r o s t i c h i n i  a n d  L a e m o s t e n u s  c o m p i a n a t u s  ( D e j e a n )  f r o m  t h e  t r i b e  P l a t y n i n i ,  w e r e  
u s e d  a s  d i s t a n t  o u t g r o u p s .  
3 . 2 . 3  C h a r a c t e r  a n a l y s i s  
T h e r e  h a s  b e e n  a  l o t  o f  c r i t i c i s m  o f  t h e  c h o i c e  o f  o u t g r o u p s  f o r  c h a r a c t e r  a n a l y s i s .  
T o  o v e r c o m e  t h i s  c r i t i c i s m ,  t h e  p o l a r i t i e s  o f  e a c h  c h a r a c t e r  , t h e r e f o r e ,  h a v e  b e e n  
h y p o t h e s i z e d  b a s e d  o n  t w o  o p t i o n s :  ( 1 )  o u t g r o u p  c o m p a r i s o n  a n d  ( 2 )  t h e  g r o u n d p l a n  
c h a r a c t e r  s t a t e  c o m p a r i s o n  o f  W a g n e r  ( 1 9 8 0 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  c h o i c e  o f  o u t g r o u p s  w a s  
d i f f i c u l t  d u e  t o  t h e  p r e s e n t  u n c e r t a i n t y  a b o u t  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o i c a s p i s  t o  
o t h e r  g e n e r a  w i t h i n  t h e  P t e r o s t i c h i n i .  T h e r e f o r e  t h e  m u l t i - s p e c i e s  o u t g r o u p  c o m p a r i s o n  
m e t h o d  o f  M a d d i s o n  e t  a i .  ( 1 9 8 4 )  w a s  u s e d .  W h e n  t h e  o u t g r o u p  i s  h e t e r o g e n e o u s  ( m u l t i -
s p e c i e s  o u t g r o u p ) ,  t h e  m o s t  p a r s i m o n i o u s  a s s i g n m e n t  o f  a n  a n c e s t r a l  c o n d i t i o n  f o r  t h e  
i n g r o u p  d e p e n d s  u p o n  h o w  t h e  o u t g r o u p  t a x a  a r e  r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r  ( S w o f f o r d  1 9 9 2 ) .  
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T h e  a l t e r n a t i v e  m e t h o d  t o  d e t e r m i n e  c h a r a c t e r  p o l a r i t y  i s  t h e  g r o u n d p l a n  c h a r a c t e r  
s t a t e  c o m p a r i s o n  m e t h o d  b a s e d  o n  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  t a x a  o u t s i d e  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  
a n d  a  s u r v e y  o f  l i t e r a t u r e  i n  o r d e r  t o  r e s o l v e  t h e  p r i m i t i v e  a n d  d e r i v e d  s t a t e  o f  c h a r a c t e r s .  
T h e  f o l l o w i n g  l i s t  d e s c r i b e s  t h e  2 6  e x t e r n a l  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  u s e d  i n  t h e  
s t u d y .  T h e  c h a r a c t e r s  i n c l u d e  m o s t  o f  t h o s e  t h a t  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  d i s t i n g u i s h i n g  t h e  
s p e c i e s  a n d  g r o u p s  o f  s p e c i e s .  S o m e  a d d i t i o n a l  c h a r a c t e r s ,  w h i c h  m a y  b e  i m p o r t a n t  i n  
r e s o l v i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s ,  w e r e  i n c l u d e d .  
F i v e  c h a r a c t e r s  a r e  f r o m  t h e  m a l e  g e n i t a l i a ,  f o u r  f r o m  t h e  f e m a l e  g e n i t a l i a  a n d  1 7  
f r o m  e x t e r n a l  s t r u c t u r e s .  T h e  n u m b e r s  i n  p a r e n t h e s e s  i n  e a c h  d e s c r i p t i o n  i n d i c a t e  h o w  t h e  
s t a t e s  f o r  e a c h  c h a r a c t e r  w e r e  c o d e d  i n  t h e  d a t a  m a t r i x .  A l l  c h a r a c t e r s  w e r e  c o d e d  b y  a  
w h o l e  n u m b e r  ' 0 - 3 ' .  E i g h t  c h a r a c t e r s  ( I ,  3 ,  6 ,  8 ,  1 4 ,  1 8 ,  2 1  a n d  2 5 )  w e r e  c o d e d  a s  n o n -
a d d i t i v e  b e c a u s e  t h e y  w e r e  m u l t i s t a t e  c h a r a c t e r s .  T h e  c h a r a c t e r  t r a n s f o r m a t i o n  s e r i e s  w e r e  
c o d e d  a s  u n d i r e c t e d  w h e n  t h e i r  p o l a r i t y  c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d  a  p r i o r i .  T h e  c h a r a c t e r s  
u s e d  ( s o m e  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e s  3 . 1 - 3 . 4 )  w e r e :  
1 .  M e n t u m  t o o t h :  T h e  a n t e r i o r  e d g e  o f  t h e  m e n t u m  o f t e n  b e a r s  a  u n i d e n t a t e  t o o t h  ( 0 ) .  
T h i s  t o o t h  m a y  b e  a b s e n t  ( I )  ( F i g u r e  3 . 1 B ) ,  o r  t h e  m e n t u m  t o o t h  m a y  b e  b i d e n t a t e ,  
d u e  t o  a  m e d i a n  i n v a g i n a t i o n  ( 2 )  ( F i g u r e  3 . 1 A ) .  M o s t  C a r a b i d a e ,  i n  w i d e l y  
d i v e r g e n t  g r o u p s ,  h a v e  a  m e n t u m  w i t h  a  u n  i d e n t a t e  t o o t h  ( L i e b h e r r  1 9 8 6 ) .  
T h e r e f o r e ,  a  u n i d e n t a t e  t o o t h e d  m e n t u m  i s  p r e s u m e d  t o  b e  a  p l e s i o m o r p h i c  
c h a r a c t e r .  
2 .  S h a p e  o f  g u l a :  T h e  g u l a  s h a p e  i s  i n  t w o  c h a r a c t e r  s t a t e s .  I n  s o m e  s p e c i e s ,  i t  a p p e a r s  
t o  b e  l o n g  a n d  p a r a l l e l  s h a p e d  ( 0 )  ( F i g u r e  3 . 1 A ) ;  i n  o t h e r  s p e c i e s ,  t h e  g u l a  n a r r o w s  
t o w a r d s  t h e  a p e x  a n d  g r a d u a l l y  b e c o m e s  w i d e r  a t  t h e  b a s e .  A l s o ,  t h e  m a x i m u m  
w i d t h  o f  t h e  g u l a  i s  n e a r l y  a s  g r e a t  a s  t h e  l e n g t h  ( 1 )  ( F i g u r e  3 . 1 B ) .  C h a r a c t e r  s t a t e  
( 1 )  d o e s  n o t  o c c u r  i n  t h e  o u t g r o u p  s p e c i e s  a n d  i s  t h e r e f o r e  i n f e r r e d  t o  b e  a n  
a p o m o r p h i c  c h a r a c t e r .  
3 .  P r o t h o r a c i c  s h a p e :  M o s t  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  a n d  t h e  o u t g r o u p  s p e c i e s ,  h a v e  a  
c o r d i f o r m  p r o t h o r a c i c  s h a p e ;  t h e  l a t e r a l  m a r g i n s  o f  t h e  p r o t h o r a x  a r e  i n w a r d l y  s i n u a t e  
Figure 3.1 Ventral view of the mouthparts of Holcaspis species (mentum (mt) and guJa 
(g)): (A) H. elongella, (B) H. mordax. 
Figure 3.2 Dorsal view of the pronotum of Holcaspis species: (A) H. falcis, 
(B) H. tripunctata. 
A  
B  
,  I  
1 m m  
2 2  
1 m m  
_ _ _  ( ) . _ o  
I  r  
1 m m  
2 3  
b e f o r e  t h e  h i n d  a n g l e  ( 0 )  ( F i g u r e  3 . 2 A ) .  A  f e w  o f  t h e  i n g r o u p  s p e c i e s  h a v e  a  
n o n c o r d a t e  p r o t h o r a c i c  s h a p e  b u t  s t i l l  h a v e  b a s a l  l a t e r a l  a r e a s  w i t h  d i s t i n c t  h i n d  a n g l e s  
( 1 ) .  T h i s  a r e a  m a y  b e  r o u n d e d  o f f  a n d  w i t h o u t  d i s t i n c t  h i n d  a n g l e s  ( 2 )  ( F i g u r e  3 . 2 B ) .  
S i n c e  a  c o r d i f o r m  p r o t h o r a c i c  s h a p e  i s  c o m m o n  t o  b o t h  i n g r o u p  a n d  o u t g r o u p  t a x a  a n d  
i s  w i d e s p r e a d  i n  m a n y  l i n e a g e s  o f  c a r a b i d s ,  i t  i s  i n f e r r e d  t h a t  t h i s  i s  a  p l e s i o m o r p h i c  
c h a r a c t e r .  
4 .  T h e  l a t e r o - b a s a l  i m p r e s s i o n  o f  t h e  p r o n o t u m :  T h e  l a t e r o - b a s a l  i m p r e s s i o n  o f  t h e  
p r o n o t u m  i s  o f t e n  s i n g l e  a n d  a p p e a r s  o n l y  a s  a  s m a l l  s c a r  w i t h o u t  a  d i s t i n c t  m a r g i n a l  
g r o o v e  ( 0 )  ( F i g u r e  3 . 2 B ) .  T h i s  c h a r a c t e r  s t a t e  i s  p r e s e n t  i n  a  m a j o r i t y  o f  H o l c a s p i s  
s p e c i e s .  I n  s o m e  s p e c i e s ,  t h e  l a t e r o - b a s a l  p r o n o t a l  i m p r e s s i o n  i s  w e l l  i m p r e s s e d  w i t h  
s e p a r a t e d ,  d e e p ,  d o u b l e ,  b a s a l  i m p r e s s i o n s ,  o r  j o i n e d  t o g e t h e r  m e d i a l l y  ( 1 )  ( F i g u r e  
3 . 2 A ) .  
5 .  M i c r o s c u l p t u r e  o n  t h e  d o r s a l  s u r f a c e  o f  t h e  p r o n o t u m :  M e s h e s  o f  m i c r o s c u l p t u r e  
o n  t h e  p r o n o t a l  d o r s a l  s u r f a c e  o f  a d u l t s  a r e  i s o d i a m e t r i c  ( 0 ) .  I s o d i a m e t r i c  
m i c r o s c u l p t u r e  i s  a  g e n e r a l i z e d  c h a r a c t e r  i n  t h e  C a r a b i d a e .  T h e  m i c r o s c u l p t u r e  i n  
s o m e  t a x a  i s  i n  t h e  f o r m  o f  t r a n s v e r s e  m e s h e s  ( 1 ) ;  t h i s  i s  a n  a p o m o r p h i c  c h a r a c t e r .  
6 .  S e t a e  o n  t h e  l a t e r a l  m a r g i n  o f  t h e  p r o t h o r a x :  T w o  s e t a e  a r e  m o s t  c o m m o n l y  
p r e s e n t  o n  t h e  l a t e r a l  m a r g i n s  o f  c a r a b i d  p r o t h o r a x .  T h e  t w o - s e t a e  c h a r a c t e r  i s  
u s u a l l y  e x p r e s s e d  a s  o n e  s e t a  a t  t h e  b a s a l  a n g l e  a n d  t h e  o t h e r  a t ,  o r  n e a r ,  t h e  
m i d d l e  o f  t h e  l a t e r a l  m a r g i n  ( 0 )  ( F i g u r e  3 . 2 A ) .  S o m e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  m a y  
p o s s e s s  t h r e e  s e t a e  ( 1 )  ( F i g u r e  3 . 2 B )  b u t  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  t h e r e  
a r e  f o u r  o r  m o r e  s e t a e  o n  t h e  l a t e r a l  m a r g i n s  ( 2 ) .  T h e  n u m b e r ,  i f  f o u r  o r  m o r e ,  i s  
o f t e n  v a r i a b l e  w i t h i n  a  s p e c i e s .  
7 .  M i c r o s c u l p t u r e  o n  t h e  d o r s a l  s u r f a c e  o f  t h e  e l y t r a :  I n  g e n e r a l ,  t h e  d o r s a l  e l y t r a l  
m i c r o s c u l p t u r e  i n  C a r a b i d a e ,  i n d u d i n g  H o l c a s p i s ,  i s  a n  i s o d i a m e t r i c  r e t i c u l a t e d  
p a t t e r n  ( 0 ) .  A  f e w  H o l c a s p i s  s p e c i e s  p o s s e s s  t r a n s v e r s e  m i c r o s c u l p t u r e  ( 1 ) .  
8 .  S e t a e  o n  t h e  t h i r d  e l y t r a l  i n t e r v a l :  T h r e e  s e t a e  a r e  m o s t  c o m m o n l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  t h i r d  e l y t r a l  i n t e r v a l  i n  m a n y  c a r a b i d  l i n e a g e s  ( 0 ) .  T h e  n u m b e r  o f  s e t a  m a y  b e  
1  o r  2  i n  s o m e  s p e c i e s  ( 1 ) .  I n  o t h e r  t a x a ,  t h e r e  a r e  m o r e  t h a n  t h r e e  s e t a e  ( 2 ) ,  b u t  
i n  o t h e r s  t h e r e  m a y  b e  n o  s e t i f e r o u s  p u n c t u r e s  o n  t h e  t h i r d  e l y t r a l  i n t e r v a l  ( 3 ) .  I n  
H .  c a t e n u l a t a ,  1 - 3  s e t a e  c a n  b e  f o u n d ,  s o  i t  i s  c o d e d  a s  ' a ' ,  w h i c h  i m p l i e s  i t  i s  a n  
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u n c e r t a i n  c h a r a c t e r .  
9 .  S t r i a l  i m p r e s s i o n :  T h e  s t r i a e  o n  t h e  d o r s a l  e l y t r a l  s u r f a c e  m a y  b e  d i s t i n c t l y  i m p r e s s e d  
a n d  c o n t i n u o u s ,  w i t h  p u n c t u r e s  ( 0 )  ( F i g u r e s  3 . 3 B  a n d  3 . 3 C ) .  T h e  s t r i a e  m a y  b e  
s h a l l o w  a n d  d i s c o n t i n u o u s  w i t h o u t  p u n c t u r e s ,  a p p e a r i n g  a s  b r o k e n  l i n e s  ( 1 ) .  I n  a  
f e w  t a x a ,  t h e  s t r i a e  a r e  f a i n t ,  i r r e g u l a r  a n d  f o r m  w a v y  l i n e s  ( 2 )  ( F i g u r e  3 . 3 A ) .  
1 0 .  B a s a l  m a r g i n  o f  t h e  e l y t r o n :  T h e  b a s a l  m a r g i n  o f  t h e  e l y t r o n  f o r m s  a  c o m p l e t e  
l i n e  f r o m  s h o u l d e r  t o  s c u t e l l a r  s t r i o l e  ( 0 ) .  S o m e t i m e s  t h e  b a s a l  m a r g i n  l i n e  i s  
d i s c o n t i n u o u s ,  t h e  l i n e  b e i n g  i n c o m p l e t e  f r o m  s h o u l d e r  t o  s c u t e l l a  s t r i o l e  ( 1 ) .  
1 1 .  S h a p e  o f  t h e  e l y t r a l  s h o u l d e r  ( h u m e r a l  a n g l e ) :  W i n g  d e v e l o p m e n t  i n  i n s e c t s  i s  
o f t e n  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  s h a p e  o f  t h e  h u m e r a l  a n g l e .  A l l  s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s  
H o l c a s p i s  a r e  u n a b l e  t o  f l y  a n d  t h e  h u m e r a l  a n g l e  i s  n o t  w e l l  d e v e l o p e d .  E v e n  s o ,  
t h e y  m a y  h a v e  a  s q u a r e  a n g l e ,  w i t h  a  t o o t h - s h a p e d  p r o t r u b e r a n c e  o n  t h e  e l y t r a l  
s h o u l d e r  ( 0 ) .  I n  s o m e  t a x a ,  t h e  e l y t r a l  s h o u l d e r  i s  r o u n d e d  a n d  w i t h o u t  a  t o o t h  ( 1 ) .  
1 2 .  S h a p e  o f  e l y t r a l  i n t e r v a l s :  P t e r o s t i c h i n i  g e n e r a l l y  h a v e  c o n v e x  d o r s a l  e l y t r a l  
i n t e r v a l s  ( 0 ) .  I n  s o m e  t a x a ,  t h e  e l y t r a l  i n t e r v a l s  a r e  f l a t  ( 1 ) .  
1 3 .  W i d t h  o f  e l y t r a l  i n t e r v a l s :  E l y t r a l  i n t e r v a l s  a r e  u s u a l l y  a p p r o x i m a t e l y  e v e n  ( 0 )  
( F i g u r e  3 . 3 C ) .  I n  s o m e  t a x a ,  t h e  e l y t r a l  i n t e r v a l s  a r e  u n e v e n ,  t h e  t h i r d  a n d  f i f t h  
i n t e r v a l s  b e i n g  d i s t i n c t l y  w i d e r  t h a n  t h e  o t h e r  i n t e r v a l s  ( 1 )  ( F i g u r e s  3 . 3 A  a n d  3 . 3 C ) .  
1 4 .  T h e  s c u t e l l a r  s t r i o l e :  T h e  s c u t e l l a r  s t r i o l e  i s  p r e s e n t  a n d  s e p a r a t e d  a t  i t s  e n d  s i n c e  
i t  d o e s  n o t  c o n n e c t  w i t h  t h e  f i r s t  s t r i a  ( 0 ) .  T h e  s e c o n d  s t a t e  i s  t h a t  t h e  s t r i o l e  i s  
p r e s e n t  a n d  c o n t i n u o u s  w i t h  t h e  f i r s t  s t r i a  ( 1 )  ( F i g u r e s  3 . 3 A - 3 . 3 C ) .  T h i r d l y ,  t h e  
s c u t e l 1 a r  s t r i o l e  i s  a b s e n t  o r  n o t  j o i n e d  t o  t h e  f i r s t  s t r i a  ( 2 ) .  I n  H .  h u d s o n i ,  t h e  
s t r i o l e  c a n  e i t h e r  b e  p r e s e n t  a n d  c o n t i n u o u s  w i t h  t h e  f i r s t  s t r i a  o r  i t  m a y  b e  a b s e n t  
o r  n o t  j o i n e d  t o  t h e  f i r s t  s t r i a .  T h e r e f o r e ,  f o r  H .  h u d s o n i ,  t h e  s t a t e  o f  t h i s  c h a r a c t e r  
i s  a n  u n c e r t a i n ,  a n d  i t  i s  c o d e d  a s  ' b ' .  
1 5 .  F i r s t  a n d  s e c o n d  e l y t r a l  s t r i a e :  T h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  e l y t r a l  s t r i a e  a r e  i n d e p e n d e n t l y  
f o r m e d  a n d  d o  n o t  i n t e r s e c t  t h e  b a s a l  m a r g i n  t o g e t h e r  ( 0 )  ( F i g u r e  3 . 3 B ) .  T h e  f i r s t  
a n d  s e c o n d  e l y t r a l  s t r i a e  m a y  u n i t e  a t  t h e  b a s a l  m a r g i n  ( 1 )  ( F i g u r e s  3 . 3 A  a n d  
3 . 3 C ) .  
1 6 .  T o o t h  o n  f e m u r :  T h e  h i n d  f e m u r  o f  m a l e s  i s  g e n e r a l l y  s m o o t h ,  w i t h o u t  d e n t a t i o n s  
( 0 ) .  I n  s o m e  t a x a ,  a  t o o t h  i s  p r e s e n t  o n  e a c h  m a l e  h i n d  f e m u r  ( 1 ) .  
Figure 3.3 Scanning electron micrographs of the basal quarter of the elytra viewed 
dorsally, showing the humeral angle (hu), first elytral stria (fes), second 
elytral stria (ses) and elytral interval (ei): (A) Holcaspis stewartensis, 
(B) H. algida, (C) H. dentifera. 
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1 7 .  P r o e p i s t e r n a l  s u r f a c e :  T h e  p r o e p i s t e r n a l  s u r f a c e  i s  u s u a l l y  s m o o t h ,  w i t h o u t  a n y  p i t s  
( 0 ) .  T h e  s u r f a c e  i s  r o u g h  w i t h  s m a l l  p i t s  ( 1 ) .  
1 8 .  A p e x  o f  m e d i a n  l o b e  o f  a e d e a g u s :  I n  m o s t  c a r a b i d s ,  t h e  t i p  o f  t h e  m e d i a n  l o b e  o f  
t h e  a e d e a g u s  i s  a c u m i n a t e ,  w i t h o u t  a  h o o k l i k e  m o d i f i c a t i o n  ( 0 ) .  T h e  m e d i a n  l o b e  
t i p  m a y  b e  m o d i f i e d  t o  f o r m  a  m o r e  o r  l e s s  s t r a i g h t  s p a t u l a t e  s h a p e  ( 1 )  ( F i g u r e  
3 . 4 D ) .  T h e  s p a t u l a t e  t i p  m a y  c u r v e  t o  t h e  r i g h t  ( 2 )  ( F i g u r e  3 . 4 C ) .  I n  o t h e r  t a x a ,  
t h e  s p a t u l a t e  t i p  m a y  a p p e a r  a s  a  h o o k  t o  t h e  r i g h t  ( 3 ) .  
1 9 .  I n t e r n a l  s a c  o f  t h e  a e d e a g u s  m e d i a n  l o b e  ( m e m b r a n o u s  e n d o p h a l l u s ) :  T h e  
g e n e r a l i z e d  c o n d i t i o n  o f  t h e  a e d e a g a l  i n t e r n a l  s a c  i s  u n o r n a m e n t e d  w i t h o u t  s c l e r i t e s  
( 0 ) .  T h e  a e d e a g a l  i n t e r n a l  s a c  m a y  b e  m o d i f i e d  t o  h a v e  a  s p i n o s e  s c l e r i t e  o n  t h e  
s a c  ( 1 ) .  
2 0 .  R i g h t  p a r a m e r e  s h a f t :  T h e  r i g h t  p a r a m e r e  s h a f t  i s  m o r e  o r  l e s s  s t r a i g h t  ( 0 ) .  
A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  r i g h t  p a r a m e r e  s h a f t  i s  t w i s t e d  ( 1 ) .  
2 1 .  R i g h t  p a r a m e r e  a p e x :  T h e  r i g h t  p a r a m e r e  a p e x  i s  a  n o n - t w i s t e d  h a m m e r h e a d  s h a p e  
( 0 )  ( F i g u r e  3 . 4 A ) .  I n  s o m e  t a x a ,  t h e  r i g h t  p a r a m e r e  a p e x  i s  m o d i f i e d  t o  f o r m  a  
s i n g l e  h o o k - l i k e  s t r u c t u r e  ( 1 )  ( F i g u r e  3 . 4 B ) .  F i n a l l y ,  t h e  r i g h t  p a r a m e r e  a p e x  i s  
s o m e t i m e s  m o d i f i e d  t o  f o r m  a  d o u b l e ,  h o o k e d  s h a p e  ( 2 )  ( F i g u r e  3 . 4 C ) .  
2 2 .  L e f t  p a r a m e r e  a p e x :  T h e  l e f t  p a r a m e r e  a p e x  i s  r o u n d e d  ( 0 ) .  I n  s o m e  t a x a ,  a  m u c r o n  
i s  p r e s e n t  a t  t h e  a p e x  o f  t h e  l e f t  p a r a m e r e  ( 1 ) .  
2 3 .  T h e  p e n u l t i m a t e  s e g m e n t  o f  t h e  g o n o s t y l u s :  T h e  p e n u l t i m a t e  s e g m e n t  o f  t h e  
g o n o s t y l u s  h a s  a n  a p i c a l  f r i n g e  o f  s e t a e  o n  i t s  v e n t r a l  s u r f a c e  ( 0 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  
t h e  s e g m e n t  i s  g l a b r o u s  w i t h o u t  a n y  s e t a e  ( 1 ) .  
2 4 .  T h e  a p i c a l  s e g m e n t  o f  t h e  g o n o s t y l u s :  T h e  a p i c a l  s e g m e n t  o f  t h e  g o n o s t y l u s  b e a r s  a  
s e t a  o n  i t s  d o r s a l  s u r f a c e  ( 0 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  s e t a  i s  a b s e n t  i n  s o m e  t a x a  ( 1 ) .  
2 5 .  T h e  s e t a  o n  t h e  l a t e r a l  a p i c a l  s e g m e n t  o f  t h e  g o n o s t y l u s :  T h e  l a t e r a l  a p i c a l  
s e g m e n t s  o f  t h e  g o n o s t y l u s  g e n e r a l l y  b e a r  t w o  s e t a e  ( 0 ) ,  b u t  t h e r e  m a y  b e  m o r e  
t h a n  t w o  l a t e r a l  s e t a e  o n  t h e  s e g m e n t  ( 1 ) ,  t h e r e  m a y  b e  o n e  s e t a e  ( 2 ) ,  o r  t h e  l a t e r a l  
s e t a e  m a y  b e  a b s e n t  ( 3 ) .  
2 6 .  T h e  s e t a  o n  a p i c a l  s e g m e n t  o f  t h e  g o n o s t y l u s :  T h e  a p i c a l  s e g m e n t  o f  t h e  g o n o s t y l u s  
g e n e r a l l y  b e a r s  t w o  f i n e  s e t a e  a t  i t s  t i p  ( 0 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e s e  s e t a e  m a y  b e  a b s e n t  
( 1 ) .  
Figure 3.4 Scanning electron micrographs of the male genitalia showing the aedeagal 
tip (ad) and right paramere shaft (rpm): (A) Holcaspis angustula: aedeagal 
tip viewed dorsally, right paramere shaft viewed laterally from right; 
(B) H. mordax: right paramere shaft viewed laterally from right; 
(C) H. mucronata: aedeagal tip viewed dorsally, right paramere shaft 
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3 . 2 . 4  C l a d i s t i c  m e t h o d  
3 . 2 . 4 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  c h a r a c t e r  s t a t e s '  p o l a r i t y  
A  m a j o r  p r o b l e m  f o r  p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  i s  t o  r e c o g n i z e  w h e t h e r  a  c h a r a c t e r  i s  
a p o m o r p h i c  o r  p l e s i o m o r p h i c .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  p o l a r i t y  o f  t h e  c h a r a c t e r s  w a s  i n f e r r e d  b y  
u s i n g  a  t h r e e  s p e c i e s  o u t g r o u p  c o m p a r i s o n  a n d  a  h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  e x h i b i t i n g  t h e  
g r o u n d p l a n  c h a r a c t e r  s t a t e s  w i t h i n  t h e  C a r a b i d a e .  
3 . 2 . 4 . 1 . 1  U s i n g  t h e  o u t g r o u p  c o m p a r i s o n .  
T h e  b a s i c  a s s u m p t i o n  i n  u s i n g  a n  o u t g r o u p  
c o m p a r i s o n  i s  t h a t  t h e  e x t e n s i v e  d i s t r i b u t i o n  o f  a n y  c h a r a c t e r  i s  t h e  r e s u l t  o f  i n h e r i t a n c e  
f r o m  a  s h a r e d  c o m m o n  a n c e s t o r ;  i t  d o e s  n o t  r e s u l t  f r o m  i n d e p e n d e n t  evolutiona~ 
d e v e l o p m e n t .  I n  a n  o u t g r o u p  c o m p a r i s o n ,  t h e r e f o r e ,  i t  i s  h y p o t h e s i z e d  t h a t  i f  t h e  s t a t e  o f  
a  c h a r a c t e r  e x p r e s s e d  i n  s o m e  m e m b e r s  o f  t h e  t a x o n  s t u d i e d  a l s o  o c c u r s  i n  t a x a  o f  a t  l e a s t  
t h e  n e x t  h i g h e r  c a t e g o r y  ( o u t g r o u p  t a x o n )  t h e n  t h i s  c h a r a c t e r  i s  l i k e l y  t o  b e  a n  a n c e s t r a l  
t r a i t .  
3 . 2 . 4 . 1 . 2  U s i n g  t h e  h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r .  P r i m i t i v e  a n d  d e r i v e d  s t a t e s  f o r  t h e  2 6  
c h a r a c t e r s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  a d u l t  C a r a b i d a e  g r o u n d p l a n  c h a r a c t e r  s t a t e  
c o m p a r i s o n .  T h e  h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  c o d e s  w i t h  a l l  t h e  c h a r a c t e r s  o f  t h i s  a n a l y s i s  
s c o r e d  a s  p l e s i o m o r p h i c .  C h a r a c t e r s  b e l i e v e d  t o  b e  a n c e s t r a l  w e r e  e n t e r e d  a s  ' 0 '  a n d  
d e r i v e d  o r  a p o m o r p h i c  c h a r a c t e r s  w e r e  e n t e r e d  a s  ' 1 - 3 ' ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  n u m b e r  o f  
d i f f e r e n t  d e r i v e d  s t a t e s .  
3 . 2 . 4 . 2  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  
T h e  c h a r a c t e r  s t a t e s  w e r e  e n t e r e d  i n t o  a  c h a r a c t e r  m a t r i x  ( T a b l e  3 . 1 ) .  T h e  c 1 a d o g r a m  
w a s  b a s e d  o n  t h e  p r i n c i p l e  o f  m a x i m u m  p a r s i m o n y  a n a l y s i s .  F o r  t h e  a n a l y s i s ,  t h e  
c o m p u t e r  p a c k a g e  ' P h y l o g e n e t i c  A n a l y s i s  U s i n g  P a r s i m o n y '  ( P A U P )  v e r s i o n  3 . 0  
( S w o f f o r d  1 9 9 2 )  w a s  u s e d .  T h e  s e a r c h  f o r  t h e  s h o r t e s t  t r e e ( s )  w a s  m a d e  b y  h e u r i s t i c  
m e t h o d s  ( s i n c e  t h e  n u m b e r  o f  t a x a  s t u d i e d  w a s  l a r g e ) .  T h e  t r e e  b i s e c t i o n  r e c o n n e c t i o n  i n  
3 0  
t h e  b r a n c h - s w a p p i n g  a l g o r i t h m  w a s  s e l e c t e d .  N o  w e i g h t  a s s u m p t i o n s  w e r e  i n v o l v e d  i n  t h e  
a n a l y s i s ;  a l l  c h a r a c t e r s  w e r e  t r e a t e d  a s  b e i n g  e q u a l l y  i m p o r t a n t  ( u n w e i g h t e d ) .  T h e  b i n a r y  
a n d  m u l t i s t a t e  c h a r a c t e r s  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  u n o r d e r e d  c h a n g e s .  T h e  m u l t i s t a t e  c h a r a c t e r s  
w e r e  c o d e d  a s  n o n - a d d i t i v e .  T h e r e f o r e  n o  t r a n s f o r m a t i o n  c h a r a c t e r  s e r i e s  w e r e  f o r m e d .  
T h e  c l a d o g r a m s  w e r e  r o o t e d  i n  t h e  P A U P  a n a l y s i s  b y  u s i n g  b o t h  a  c o a l i t i o n  o f  t h e  
t h r e e  o u t g r o u p  s p e c i e s  ( N .  i n t e g r a t a ,  L .  c o m p l a n a t u s ,  a n d  M .  a n t a r c t i c u s )  a n d  a  
h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  ( a l l ' O ' ) .  
T a b l e  3 . 1  C h a r a c t e r  s t a t e  m a t r i x  f o r  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  3 0  H o l c a s p i s  s p e c i e s . ( A  ' ? '  
i n  t h e  d a t a  m a t r i x  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  c h a r a c t e r  i s  u n k n o w n  f o r  t h a t  t a x o n ,  ' a '  
a n d  ' b '  i n  t h e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c h a r a c t e r  e x h i b i t s  m o r e  t h a n  o n e  s t a t e  f o r  
t h a t  t a x o n  a n d  t h e  g r o u n d p l a n  s t a t e  f o r  t h e  t a x o n  i s  u n c e r t a i n ,  r e s p e c t i v e l y ) .  
T a x o n  
A n  a n c e s t o r  
M .  a n t a r c t i c u s  
L .  c o m p l a n a t u s  
N .  i n t e g r a t a  
H .  a l g i d a  
H .  a n g u s t u l a  
H .  b a t h a n a  
H .  b r e v i c u l a  
H .  b r o u n i a n a  
H .  c a t e n u l a t a  
H .  d e l a t o r  
H .  d e n t i f e r a  
H .  e g r e g i a l i s  
H .  e l o n g e l l a  
H .  f a l c i s  
H .  h i s p i d a  
C h a r a c t e r  
1  2  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6  
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2 0  
0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0  
2 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0  
2 0 0  1  0 0 0  3  0 0 0  1  0  1  0 0 1  3  1  0  1  0 0 1  3  1  
2 0 0 1 0 0 0 3 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0  
? ? 0 1 ? 0 ? 3 0 1 0 1 0 1 0 1 ? 3 0 1 1 0 0 1 3 1  
? ? 0 1 ? 0 ? 3 0 1 0 1 0 0 0 0 ? 1 0 0 1 0 ? ? ? ?  
2  0  2 0 0  2  0  3  1  1 0 0  0  1  1  1 0 2  1  1 2 0  1 0 0  1  
2 0 2 0 0 2 0 a l l 0 l l 0 l 0 0 2 1 1 0 0 1 0 0 1  
2  0  0 0 0  2  0 3 1  1 0 0  1  0  1  0  1 2 1  1 2 0  1 0 0  1  
2  0  2  0  0  2  0  3  0  0  0  0  1  1  1  1 0 2  1 0 1  1  1  0  1  0  
2 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 1 0 2 1 0 0 3 0 0 0 0 1 0 0 1  
2 0 2 0 0 2 0 3 1 1 1 0 1 2 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1  
2 0 0 1 0 0 0 3 0 0 0 1 0 1 0 0 1 3 0 0 0 0 0 1 3 0  
2 0 0 0 0 2 0 3 0 1 0 0 1 2 1 0 0 2 1 1 1 0 1 0 0 1  
T a b l e  3 . 1  ( c o n t . )  
T a x o n  
H .  h u d s o n i  
H .  i m p i g e r  
H .  i m p l i c a  
H .  i n t e r m i t t e n s  
H .  m o r d a x  
H .  m u c r o n a t a  
H .  o d o n t e l l a  
H .  o e d i c n e m a  
H .  o h a u e n s i s  
H .  o v a t e l l a  
H .  p l a c i d a  
H .  p u n c t i g e r a  
H .  s i n u i v e n t r i s  
H .  s t e w a r t e n s i s  
H .  s u b a e n e a  
H .  s u t e r i  
H .  t r i p u n c t a t a  
H .  v a g e p u n c t a t a  
C h a r a c t e r  
1  2  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6  
2 0 0 1 0 2 0 2 0 1 0 0 0 b l l 0 3 1 0 2 0 1 0 1 1  
2 1 0 1 0 0 0 3 2 1 0 1 1 1 1 0 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0  
2 0 0 1 0 0 0 3 0 1 0 1 0 1 0 1 1 3 0 1 1 0 0 1 0 0  
2 0 0 0 0 2 0 3 1 1 0 0 1 0 1 0 0 2 1 1 2 0 1 0 1 0  
1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 2 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0  
2 0 0 0 0 2 0 3 0 0 0 0 1 0 1 1 0 2 1 0 2 0 1 0 1 0  
2 0 1 0 ? 2 ?  3 1 1 0 0 ? ? ? 0 ? 1 ? 1 2 0  ? ? ? ?  
2 0 1 0 0 2 0 3 1 1 0 0 0 1 1 1 1 2 1 1 1 0 1 0 1 0  
2 0 0 1 ? 0 ? 3 1 1 0 1 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 1 3 0  
2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 3 1 1 0 0 0 1 3 1  
2 0 0 1 0 0 0 3 0 0 0 1 0 1 0 1 1 3 0 0 0 0 0 1 0 0  
1  1 0 0  0  0  0  1  0 0 0  1  0  2  0 0 1  1  1 0 1  1  1  0  1  0  
? ? 0 0 ? 2 ? 3 0 0 0  0 ? ? ? 0 ? 2 1 1 2 0 0 1 0 1  
2 0 0  1  1  0  1  3  2  1 0 1  1  1  1  0  1  2  1  0 0 0  1  0  1  0  
? 0 0 0 ? 2 ? 3 1 1 0 0 1 ? ? 1 ? ?  ? ? ? ?  ? ? ? ?  
2 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0  
2  ?  2  0  ?  1  ?  3  1  1  1  1  1  0  1  0  ?  2  1  1  2  O ? ? ? ?  
? ? 0 0 ? 2 ? 3 1 0 0 0 1 ? ? 0 ? 2 1 1 2 0 1 0 0 1  
3 . 2 . 5  M o r p h o m e t r i c  m e t h o d  
3 1  
T h e  r e a s o n  f o r  u s i n g  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  w a s  t o  d i s c o v e r  r e l i a b l e  t a x o n o m i c  
c h a r a c t e r s  a n d  t o  e s t i m a t e  t h e  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  q u a n t i t a t i v e  
m o r p h o l o g i c a l  d a t a .  
3 . 2 . 5 . 1  E x a m i n a t i o n  o f  s p e c i m e n s  
T h e  s p e c i m e n s  f o r  m o r p h o m e t r i c  m e a s u r e m e n t  w e r e  f r o m  2 1  o f  t h e  3 1  s p e c i e s  u s e d  
3 2  
f o r  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  ( T a b l e  3 . 2 ) .  T h e  s p e c i m e n s  h a d  b e e n  c o l l e c t e d  f r o m  a  v a r i e t y  o f  
l o c a l i t i e s  t h r o u g h o u t  t h e  N o r t h  a n d  S o u t h  I s l a n d s .  I n  a l l ,  3 9 2  a d u l t  s p e c i m e n s ,  b o t h  m a l e  
a n d  f e m a l e ,  o f  2 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w e r e  e x a m i n e d .  
3 . 2 . 5 . 2  C h a r a c t e r  m e a s u r e m e n t  
,  N i n e t e e n  e x t e r n a l  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  w e r e  m e a s u r e d  f o r  e a c h  s p e c i m e n .  
M e a s u r e m e n t  w a s  d o n e  u s i n g  a  c a l i b r a t e d  o c u l a r  m i c r o m e t e r  i n  a  b i n o c u l a r  d i s s e c t i n g  
m i c r o s c o p e .  T h e  m i c r o m e t e r  m e a s u r e m e n t s  w e r e  c o n v e r t e d  a n d  r e c o r d e d  i n  m i l l i m e t r e s .  
T h e  m e a s u r e m e n t s  t a k e n  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 5 .  T h e  1 9  c h a r a c t e r s  w e r e  a s  f o l l o w s :  
1 .  H e a d  w i d t h  ( h w ) :  T h e  w i d t h  a c r o s s  t h e  h e a d ,  m e a s u r e d  f r o m  t h e  o u t e r  s u p r a o r b i t a l  
r i d g e s .  
2 .  E y e  w i d t h  ( e w ) :  T h e  g r e a t e s t  w i d t h  o f  a n  e y e  m e a s u r e d  f r o m  t h e  d o r s a l  s u r f a c e .  
3 .  L e n g t h  o f  s c a p e  ( I s ) :  M e a s u r e d  f r o m  b a s e  t o  t i p  o f  s c a p e .  
4 .  L e n g t h  o f  f o u r t h  a n t e n n o m e r e  ( I n ) :  M e a s u r e d  f r o m  t h e  b a s e  t o  t h e  t i p  o f  t h e  
a n t e n n a l  s e g m e n t .  
5 .  A p i c a l  p r o t h o r a c i c  w i d t h  ( a p w ) :  T h e  w i d t h  m e a s u r e d  b y  j o i n i n g  t h e  t w o  m o s t  
a n t e r i o r  p o i n t s  o f  t h e  p r o n o t a l  f r o n t  a n g l e s .  
6 .  M a x i m u m  p r o t h o r a c i c  w i d t h  ( m p w ) :  T h e  m a x i m u m  w i d t h  a c r o s s  t h e  p r o t h o r a x .  
7 .  B a s a l  p r o t h o r a c i c  w i d t h  ( b p w ) :  T h e  w i d t h  a c r o s s  t h e  b a s e  o f  t h e  p r o t h o r a x  m e a s u r e d  
a t  t h e  p o s t e r i o r  a n g l e s .  
8 .  P r o t h o r a c i c  l e n g t h  ( p I ) :  T h e  m i d l i n e  l e n g t h  o f  t h e  p r o n o t u m .  
9 .  P r o t h o r a c i c  d e p t h  ( p d ) :  T h e  d i s t a n c e  f r o m  t h e  c o n v e x i t y  o f  t h e  p r o n o t u m  t o  t h e  
c o n v e x i t y  o f  t h e  p r o s t e r n a l  p r o c e s s .  
1 0 .  H u m e r a l  w i d t h  ( h u w ) :  T h e  w i d t h  m e a s u r e d  f r o m  t h e  t i p  o f  s c u t e l l u m  t o  t h e  e l y t r a l  
m a r g i n  a t  th~ h u m e r a l  a n g l e .  
1 1 .  E l y t r a l  l e n g t h  ( e l ) :  T h e  d i s t a n c e  m e a s u r e d  f r o m  t h e  t i p  o f  s c u t e l l u m  t o  t h e  a p e x  o f  
t h e  e l y t r o n .  
1 2 .  P r o f e m u r  l e n g t h  ( p O ) :  T h e  d i s t a n c e  a l o n g  t h e  m e d i a n ,  v e n t r a l ,  f e m o r a l  s u r f a c e  f r o m  
t h e  a p e x  o f  t h e  t r o c h a n t e r  t o  t h e  a p e x  o f  t h e  f e m u r .  
T a b l e  3 . 2  H o l c a s p i s  s p e c i e s  m a t e r i a l  e x a m i n e d  f o r  t h e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s .  
S p e c i e s  
L o c a l i t y  N u m b e r  o f  s p e c i m e n s  
e x a m i n e d  
M a l e  F e m a l e  
H .  a l g i d a  
M i d  C a n t e r b u r y :  S o u t h  I s l a n d  
3  3  
H .  a n g u s t u l a  
C a n t e r b u r y  a r e a :  S o u t h  I s l a n d  
2 0  2 0  
H .  b r o u n i a n a  
N o r t h  e a s t  o f  t h e  S o u t h  I s l a n d  2  
4  
H .  d e l a t o r  
M i d  a n d  S o u t h  C a n t e r b u r y  1 0  
6  
H .  e g r e g i a l i s  
O t a g o ,  D u n e d i n :  S o u t h  I s l a n d  1 2  
1 2  
H .  e l o n g e l l a  
C a n t e r b u r y  a r e a :  S o u t h  I s l a n d  
2 0  
2 0  
H .  f a l c i s  
M a c K e n z i e  B a s i n :  S o u t h  I s l a n d  
3  
1  
H .  h i s p i d a  
T h r o u g h o u t  t h e  N o r t h  I s l a n d  6  
5  
H .  h u d s o n i  
N o r t h  C a n t e r b u r y :  S o u t h  I s l a n d  2 0  
1 0  
H .  i m p i g e r  
O t a g o ,  D u n e d i n :  S o u t h  I s l a n d  5  
3  
H .  i m p l i c a  
M i d  &  S o u t h  C a n t e r b u r y ,  O t a g o  3  
3  
H .  i n t e r m i t t e n s  
M i d  &  S o u t h  C a n t e r b u r y  2 0  
2 0  
H .  m o r d a x  
T h r o u g h o u t  t h e  N o r t h  I s l a n d  8  
3  
H .  m u c r o n a t a  
T h r o u g h o u t  t h e  N o r t h  I s l a n d  
7  
5  
H .  o e d i c n e m a  W e s t e r n  N o r t h  I s l a n d ,  n o r t h - w e s t  2 1  
1 5  
S o u t h  I s l a n d  
H .  o h a u e n s i s  
M a c K e n z i e  B a s i n :  S o u t h  I s l a n d  
2  
1  
H .  o v a t e l l a  S o u t h e r n ,  e a s t e r n  S o u t h  I s l a n d  1 2  
1 1  
H .  p l a c i d a  S o u t h  e a s t  o f  t h e  S o u t h  I s l a n d  4  6  
H .  p u n c t i g e r a  S o u t h e r n  S o u t h  I s l a n d  
8  
1 3  
H .  s t e w a r t e n s i s  S t e w a r t  I s l a n d  
2  
6  
H .  s u t e r i  M i d  C a n t e r b u r y :  S o u t h  I s l a n d  
2 0  
2 0  
1 3 .  P r o f e m u r  w i d t h  ( p f w ) :  T h e  m a x i m u m  w i d t h  o f  t h e  f e m u r  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  
p r o f e m u r  l e n g t h .  
1 4 .  M e s o f e m u r  l e n g t h  ( m f l ) :  T h e  d i s t a n c e  a l o n g  t h e  m e d i a n ,  v e n t r a l ,  m i d  f e m o r a l  
s u r f a c e  f r o m  t h e  a p e x  o f  t h e  t r o c h a n t e r  t o  t h e  a p e x  o f  t h e  m e s o f e m u r .  
3 3  
Figure 3.5 The 19 morphological characters used in the morphometric analysis of 
Holcaspis species: (A) ventral view; (B) lateral view; (C) dorsal view. 
(Character abbreviations as in text). 
3 4  
B  
- e l  
c  
15. Mesofemur width (mfw): The maximum width of the mesofemur perpendicular to 
the mesofemur length. 
16. Metafemur length (ttl): The distance along the median, ventral, hind, femoral 
surface from the apex of the trochanter to the apex of the metafemur. 
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17. Metafemur width (trw): The maximum width of the metafemur perpendicular to the 
metafemur length. 
18. Metasternum length (msl): The distance along the median ventral surface of the 
metathorax. 
19. Metasternum width (msw): The maximum width of the ventral surface of the 
metathorax. 
3.2.5.3 Morphometric analysis 
Male and female data sets were analyzed separately using multivariate discriminant 
functions. All 19 characters were tested by using stepwise multiple discriminant analysis 
in the SAS computer programme. A stepwise procedure was chosen to select for only 
discriminating variables that contributed to separate morphologically similar taxa. Only 
those characters that showed significant discrimination among the species were selected 
for further analysis. From the selected variables, a canonical discriminant analysis, which 
maximizes among group variation relative to within group variation, was conducted to test 
for discrimination between species. The discrimination analysis provided the Mahalanobis 
distance (D'), which is a measurement of a square distance among species. The 
phenogram was calculated from the Mahalanobis distance using cluster analysis with 
unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) in the SPSS statistical 
package. 
3.3 Results and discussion 
3.3.1 Cladistic analysis 
At least 100 equally parsimonious trees with tree lengths of 114 and 109 character 
c h a n g e s ,  a n d  c o n s i s t e n c y  i n d e x e s  o f  0 . 3 3 3  a n d  0 . 3 3 9  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a  c o a l i t i o n  o f  
t h e  t h r e e  o u t g r o u p  s p e c i e s  ( N .  i n t e g r a t a ,  M .  a n t a r c t i c u s  a n d  L .  c o m p l a n a t u s )  a n d  t h e  
h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  r e s p e c t i v e l y .  T h e  m a j o r i t y  r u l e  c o n s e n s u s  t r e e s  b a s e d  o n  t h e s e  1 0 0  
e q u a l l y  p a r s i m o n i o u s  t r e e s  f r o m  b o t h  o u t g r o u p  t a x a  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e s  3 . 6  a n d  3 . 7 .  
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T h e  c l a d o g r a m  p r o d u c e d  u s i n g  t h e  t h r e e  s p e c i e s  o u t g r o u p  s h o w e d  f e w e r  u n r e s o l v e d  
p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  t h a n  t h e  c l a d o g r a m  p r o d u c e d  u s i n g  t h e  h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  a s  
a n  o u t g r o u p .  H o w e v e r ,  t h e  c l a d o g r a m s  p r o d u c e d  u s i n g  t h e  t h r e e  o u t g r o u p  t a x a  ( F i g u r e s  
3 . 6  a n d  3 . 8 )  a n d  t h e  h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  ( F i g u r e s  3 . 7  a n d  3 . 9 )  s h o w  m a n y  c l a d e s  o f  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  i n  c o m m o n .  T h e  a n a l y s e s  b o t h  s h o w  t h a t  t h e  p u n c t i g e r a  g r o u p  a n d  
a n g u s t u l a  g r o u p  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d .  T h i s  s t r o n g  c o n g r u e n c y  o f  t h e  c l a d o g r a m s  f o r  t h e  
p u n c t i g e r a  g r o u p  a n d  a n g u s t u l a  g r o u p  i s  b a s e d  o n  a l l  s p e c i e s  s h a r i n g  t h r e e  
s y n a p o m o r p h i e s :  f l a t t e n e d  e l y t r a l  i n t e r v a l s ,  t h e  p r e s e n c e  a n d  c o n t i n u o u s  s u t u r e  o f  t h e  
s c u t e l l a r  s t r i o l e ,  a n d  t h e  r o u g h  s u r f a c e  o f  t h e  p r o e p i s t e r n u m  ( c h a r a c t e r s  1 2 ,  1 4  a n d  1 7 ) .  
W i t h i n  t h i s  c l a d e ,  H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s ,  c h a r a c t e r i z e d  
b y  s h a r i n g  a  n u m b e r  o f  u n i q u e l y  d e r i v e d  c h a r a c t e r s :  t h e  m e n t u m  w i t h o u t  a  t o o t h ,  g u l a  n o t  
p a r a l l e l ,  a n d  t h r e e  s e t a e  o n  t h e  t h i r d  e l y t r a l  i n t e r v a l  ( c h a r a c t e r s  1 , 2  a n d  8 ) .  T h e  
p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p  o f  t h e s e  t w o  s p e c i e s ,  f r o m  t h i s  c l a d i s t i c  a n a l y s i s ,  s u p p o r t s  
B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  H e  p l a c e d  t h e s e  t w o  s p e c i e s  t o g e t h e r  i n  t h e  p u n c t i g e r a  g r o u p  a n d  
i n d i c a t e d  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  t h i s  g r o u p  t o  t h e  a n g u s t u l a  g r o u p .  
T h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  a l s o  s u g g e s t s ,  l i k e  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) ,  t h a t  t h e  m o s t  c l o s e l y  r e l a t e d  
g r o u p  t o  t h e  p u n c t i g e r a  g r o u p  i s  t h e  a n g u s t u l a  g r o u p .  A l l  s p e c i e s  i n  t h e  a n g u s t u l a  g r o u p  
p o s s e s s  a  s y n a p o m o r p h i c  c h a r a c t e r  o f  h a v i n g  a  d e e p  d o u b l e  i m p r e s s i o n  i n  t h e  l a t e r o - b a s a l  
r e g i o n  o f  t h e  p r o n o t u m .  W i t h i n  t h e  a n g u s t u l a  c l a d e ,  t h e  a n a l y s i s  s h o w s  t h a t  H .  i m p i g e r  
a n d  H .  s t e w a r t e n s i s  a r e  u n i t e d .  T h i s  w a s  r e c o g n i s e d  b y  B u t c h e r  a s  t h e  i m p i g e r  c o m p l e x ,  
w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p o s s e s s i o n  o f  i r r e g u l a r  w a v y  s t r i a e  ( c h a r a c t e r  9 ) .  T h e  
r e m a i n d e r  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w i t h i n  a n g u s t u l a  g r o u p  ( t h e  a l g i d a  c o m p l e x  a n d  t h e  
a n g u s t u l a  c o m p l e x )  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  s h a r i n g  t h e  c h a r a c t e r s  o f  b e a r i n g  u n o r n a m e n t e d  
a e d e a g a l  i n t e r n a l  s a c s  a n d  a  s i n g l e  h o o k - l i k e  a p e x  t o  t h e  r i g h t  p a r a m e r e  ( c h a r a c t e r s  1 9  a n d  
2 4 ) .  H o w e v e r ,  H .  a l g i d a  ( a  s p e c i e s  p l a c e d  b y  B u t c h e r  i n  t h e  a l g i d a  c o m p l e x )  p o s s e s s e s  
a n  a e d e a g a l  i n t e r n a l  s a c  w i t h  a  s p i n o s e  s c l e r i t e  ( c h a r a c t e r  2 4 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  
c h a r a c t e r  i s  a  r e v e r s a l  t o  t h e  a n c e s t r a l  l i n e a g e  o f  t h e  H o l c a s p i s  g r o u p .  T h e  c l a d i s t i c  
Figure 3.6 Majority rule consensus tree for 100 equally parsimonious trees of the 
genus Holcaspis rooted with three outgroup species. (The percentage of the 
100 shortest trees that contain that component are shown along each 
branch.) 
3 7  
N .  i n t e g r a t a  
1 0 0  
M . a n t a r c t i c u s  
L .  c o m p l a n a t u s  
H . o e d i c n e m a  
H . m u c r o n a t a  
H . d e n t i f e r a  
H . s u b a e n e a  
H .  i n t e r m i t t e n s  
1 0 0  
H . e l o n g e l l a  
1 0 0  
H . o d o n t e l l a  
H . d e l a t o r  
1 0 0  
H .  c a t e n u l a t a  
1 0 0  
H .  t r i p u n c t a t a  
H . b r o u n i a n a  
H .  v a g e p u n c t a t a  
1 0 0  
H . h i s p i d a  
H . h u d s o n i  
1 0 0  
H . e g r e g i a l i s  
1 0 0  1 0 0  
H . o v a t e l l a  
H . s i n u i v e n t r i s  
H . s u t e r i  
1 0 0  H . p u n c t i g e r a  
H . m o r d a x  
1 0 0  H . a n g u s t u l a  
H . p l a c i d a  
7 7  
H . i m p l i c a  
1 0 0  
H . b a t h a n a  
1 0 0  
H . o h a u e n s i s  
H . b r e v i c u l a  
H . a l g i d a  
H . f a l c i s  
1 0 0  
H . s t e w a r t e n s i s  
H . i m p i g e r  
Figure 3.7 Majority rule consensus tree for 1 ()() equally parsimonious trees of the 
genus Holcaspis rooted with the hypothetical ancestor. (The percentage of 
I ()() shortest trees that contain that component are shown along each 
branch.) 
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Figure 3.8 One of the most parsimonious trees of the genus Holcaspis rooted with the 
three outgroup species. 
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Figure 3.9 One of the most parsimonious trees of the genus Holcaspis rooted with the 
hypothetical ancestor. 
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a n a l y s i s  s h o w s  t h a t  t w o  H o l c a s p i s  s p e c i e s  ( H .  a n g u s t u l a  a n d  H .  p l a c i d a )  p l a c e d  i n  t h e  
a n g u s t u l a  c o m p l e x  i n  t h e  p r e v i o u s  c l a s s i f i c a t i o n  a r e  g r o u p e d  s e p a r a t e l y  f r o m  t h e  r e s t  o f  
t h e  a n g u s t u l a  c o m p l e x ,  b e i n g  t h e  s i s t e r  g r o u p  t o  t h e  n e x t  m o n o p h y l e t i c  g r o u p  o f  f a l c i s ,  
a l g i d a ,  b r e v i c u l a ,  o h a u e n s i s ,  b a t h a n a  a n d  i m p l i c a .  T h e  a f f i n i t y  o f  H .  a n g u s t u l a  a n d  H .  
p l a c i d a  f r o m  t h i s  a n a l y s i s  s u p p o r t s  B r i t t o n ' s  ( 1 9 4 0 )  c l a s s i f i c a t i o n  b a s e d  o n  t h e  p o s s e s s i o n  
o f  a  p r o m i n e n t  t o o t h  o n  t h e  h i n d  f e m u r  i n  t h e  m a l e .  
T h e  r e s t  o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  w h i c h  f o r m  a  s i s t e r  g r o u p  t o  t h e  c l a d e  p u n c t i g e r a -
a n g u s t u l a ,  a r e  p l a c e d  t o g e t h e r ,  b a s e d  o n  t h e  p o s s e s s i o n  o f  h a v i n g  m o r e  t h a n  f o u r  s e t a e  o n  
t h e  l a t e r a l  m a r g i n  o f  p r o t h o r a x  a n d  t h e  u n i f i c a t i o n  o f  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  e l y t r a l  s t r i a e  a t  
t h e  b a s a l  m a r g i n  ( c h a r a c t e r s  6  a n d  1 5 ) .  T h e  c l a d o g r a m s ,  u s i n g  b o t h  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  
t h r e e  o u t g r o u p  s p e c i e s  a n d  t h e  h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  a s  t h e  t r e e  r o o t i n g  o u t g r o u p ,  s h o w  
i n t e r n a l  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h i s  c l a d e  t h a t  d o  n o t  d i f f e r  g r e a t l y .  O n l y  H .  h u d s o n i  i s  p l a c e d  i n  
d i f f e r e n t  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  b y  t h e  t w o  t r e a t m e n t s .  
T h e  c l a d e  i n c l u d i n g  t h e  c a t e n u l a t a ,  b r o u n i a n a  a n d  o d o n t e l l a  g r o u p s  i s  c o n s i s t e n t  i n  
b o t h  c l a d o g r a m s  ( F i g u r e s  3 . 8  a n d  3 . 9 ) .  T h e  c l u s t e r i n g  o f  t h e  c a t e n u l a t a  g r o u p  w i t h  t h e  
b r o u n i a n a  g r o u p  i s  c o n g r u e n t  w i t h  B u t c h e r ' s  w o r k .  T h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  i n d i c a t e s ,  
h o w e v e r ,  t h a t  w i t h i n  t h i s  c l a d e  H .  o d o n t e l l a  i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  H .  e l o n g e l l a ,  b a s e d  o n  
t w o  s h a r e d  s y n a p o m o r p h i c  c h a r a c t e r s :  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  s t r i o l e  s c u t e l l a r  o n  t h e  e l y t r a  a n d  
h a v i n g  a  s p a t u l a t e  a p e x  t o  t h e  m e d i u m  l o b e  o f  t h e  a e d e a g u s  ( c h a r a c t e r s  1 4  a n d  1 8 ) .  T h e s e  
t w o  c h a r a c t e r s  a r e  p o s s i b l y  c h a r a c t e r  r e v e r s a l s  a n d  m a y  i n d i c a t e  p a r a l l e l  e v o l u t i o n  i n  t h e s e  
l i n e a g e s .  T h e  g r o u p i n g  o f  H .  o d o n t e l l a  w i t h  H .  c a t e n u l a t a  i s  l i k e l y  t o  b e  a r b i t r a r y  s i n c e  
t h e  g r o u p i n g  o f  t h i s  c l a d e  i s  b a s e d  o n  t h e  r o u n d e d  s h a p e  o f  b a s a l - I a t e r o  p r o n o t u m .  
H o w e v e r ,  t h e  c h a r a c t e r  d o e s  n o t  o c c u r  i n  H .  o d o n t e l l a .  B o t h  c l a d o g r a m s  ( F i g u r e s  3 . 8  a n d  
3 . 9 )  a l s o  s h o w  m o r e  o r  l e s s  s i m i l a r  g r o u p i n g  o f  t h e  o e d i c n e m a - d e l a t o r  c l a d e ,  w h i c h  w a s  
g r o u p e d  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 )  a s  t h e  o e d i c n e m a  g r o u p .  W i t h i n  t h i s  c l a d e ,  t h e  r e s u l t s  s h o w  
t h a t  H .  m u c r o n a t a  a n d  H .  d e n t i f e r a  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s  b a s e d  o n  s h a r i n g  t h e  
c h a r a c t e r s  o f  d i s t i n c t  s t r i a l  i m p r e s s i o n  a n d  t h e  c o m p l e t e  l i n e  o n  t h e  b a s a l  m a r g i n  o f  t h e  
e l y t r a l  ( c h a r a c t e r s  9  a n d  1 0 ) .  T h e  g r o u p i n g  o f  H .  m u c r o n a t a  a n d  H .  d e n t i f e r a  d i s a g r e e s  
w i t h  B u t c h e r ' s  w o r k .  H e  s e p a r a t e d  t h e m  i n t o  d i f f e r e n t  s p e c i e s  c o m p l e x e s  t h o u g h  h e  s t i l l  
p l a c e d  t h e m  i n  t h e  s a m e  s p e c i e s  g r o u p .  
I n  c o n c l u s i o n ,  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  b a s e d  o n  m o r p h o l o g i c a l  
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f e a t u r e s  s h o w s  s t r o n g  c o r r e s p o n d e n c e  w i t h  e a r l i e r  c l a s s i f i c a t i o n s  a m o n g  s o m e  o f  t h e  
s p e c i e s  g r o u p s .  T h e  a n a l y s i s  s h o w s  t h a t  a  l a r g e  a m o u n t  o f  h o m o p l a s y  e x i s t s  i n  t h e  
c l a d o g r a m .  I t  i m p l i e s  t h a t  c e r t a i n  d e r i v e d  c h a r a c t e r s  i n  t h e  g e n u s  h a v e  a r i s e n  
i n d e p e n d e n t l y  m a n y  t i m e s  i n  t h e  e v o l u t i o n  o f  t h e  l i n e a g e .  H o w e v e r ,  t h e  p h y l o g e n y  i s  n o t  
c o m p l e t e l y  r e s o l v e d .  T h e  n u m b e r  o f  c h a r a c t e r s  u s e d  n e e d s  t o  b e  l a r g e r  c o n s i d e r i n g  t h e  
l a r g e  n u m b e r  o f  s p e c i e s  i n  t h e  g r o u p .  
3 . 3 . 2  M o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  
E i g h t e e n  o f  1 9  v a r i a b l e s  m e a s u r e d  w e r e  s e l e c t e d  a s  c o n t a i n i n g  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  b y  
t h e  s t e p w i s e  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s .  T h e  v a r i a b l e  l e n g t h  o f  t h e  s c a p e  s e g m e n t  o f  t h e  
a n t e n n a  w a s  e x c l u d e d  f r o m  t h e  f u r t h e r  a n a l y s i s  b e c a u s e  o f  i t s  i n a b i l i t y  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  
d i s c r i m i n a t i o n .  T h e  r e s u l t s  o f  m u l t i v a r i a t e  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  w e r e  s i m i l a r  f o r  t h e  
f e m a l e  a n d  m a l e  d a t a  s e t s  ( F i g u r e s  3 . l O A  a n d  3 . l O B ) .  T h i s  r e s u l t  i s  n o t  u n e x p e c t e d  
b e c a u s e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a r e  n o t  s e x u a l l y  d i m o r p h i c  i n  s i z e .  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 )  p o i n t e d  o u t  
t h a t  t h e  s h a p e  o f  t h e  t h r e e  t e r m i n a l  t a r s a l  s e g m e n t s  o n  t h e  f o r e l e g s  i s  a  c h a r a c t e r  t h a t  
s h o w s  s t r o n g  s e x u a l  d i m o r p h i s m .  T h e  t w o  d a t a  s e t s  w e r e ,  t h e r e f o r e ,  c o m b i n e d  a n d  
d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  a p p l i e d  t o  t h e  1 8  s e l e c t e d  v a r i a b l e s .  
T h e  s t a n d a r d i z e d  c a n o n i c a l  d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  f r o m  b o t h  m a l e s  a n d  
f e m a l e s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3 . 3 .  T h e s e  c o e f f i c i e n t s  i n d i c a t e  t h e  r e l a t i v e  e f f e c t  o n  t h e  
d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  o f  e a c h  v a r i a b l e  u s e d .  T h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e  v a r i a b l e s  
c o n t r i b u t i n g  m o s t  t o  d i s c r i m i n a t i o n  a l o n g  d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  1  w e r e :  m e t a s t e r n u m  
l e n g t h ,  p r o f e m u r  l e n g t h ,  a n d  h i n d  f e m u r  w i d t h  a n d ,  a l o n g  d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  2 ,  w e r e :  
l e n g t h  o f  f o u r t h  a n t e n n a ,  h e a d  w i d t h ,  a n d  m e t a s t e r n u m  w i d t h .  
T h e  a n a l y s i s  o f  p r o b a b i l i t y  o f  a s s i g n i n g  a n  i n d i v i d u a l  t o  t h e  c o r r e c t  s p e c i e s  w a s  7 0 -
1 0 0  % .  T h e  p r o b a b i l i t y  o f  c o r r e c t l y  c l a s s i f y i n g  m o s t  s p e c i e s  w a s  1 0 0  % .  H o w e v e r ,  t h e r e  
w a s  a  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  m i s c l a s s i f i c a t i o n  a m o n g  i n d i v i d u a l s  o f  H .  h i s p i d a  ( 3 0  % )  a n d  
H .  e g r e g i a l i s  ( 2 9  % ) .  T h e r e  i s  m u c h  e v i d e n c e  t o  s h o w  t h a t  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  g e n e r a l l y  
h a s  a  h i g h  c o n f i d e n c e  o f  c o r r e c t l y  i d e n t i f y i n g  s p e c i e s  ( S l u s s  e t  a l .  1 9 8 2 ;  B u r n e  1 9 8 7 ;  
K a m b h a m p a t i  a n d  R a i  1 9 9 1 ) .  
Figure 3.10 Discriminant function scatterplots of Holcaspis species for functions I and 
2: (A) females and (B) males 
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T a b l e  3 . 3  S t a n d a r d i z e d  c a n o n i c a l  d i s c r i m i n a t i o n  f u n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  m o r p h o m e t r i c  
a n a l y s i s  o f  1 8  s e l e c t e d  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  f r o m  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
V a r i a b l e  
D i s c r i m i n a n t  
D i s c r i m i n a n t  
f u n c t i o n  1  
f u n c t i o n  2  
M i d d l e  f e m u r  l e n g t h  
- 0 . 0 3 3  0 . 0 4 1  
M i d d l e  f e m u r  w i d t h  
0 . 1 2 4  
- 0 . 0 3 8  
M a x i m u m  p r o t h o r a c i c  w i d t h  0 . 1 5 5  
0 . 2 6 8  
H e a d  w i d t h  0 . 1 5 1  
- 0 . 4 3 6  
M e t a s t e r n u m  w i d t h  
- 0 . 0 4 8  
- 0 . 3 9 7  
A p i c a l  p r o t h o r a c i c  w i d t h  0 . 0 7 8  
0 . 2 3 6  
M e t a s t e r n u m  l e n g t h  0 . 5 1 3  
- 0 . 1 1 3  
B a s a l  p r o t h o r a c i c  w i d t h  0 . 0 4 4  
- 0 . 3 7 4  
L e n g t h  o f  f o u r t h  a n t e n n a  
- 0 . 0 2 4  
0 . 8 4 0  
H i n d  f e m u r  w i d t h  
- 0 . 4 2 1  
- 0 . 3 8 7  
H i n d  f e m u r  l e n g t h  
0 . 2 3 2  
0 . 0 8 0  
P r o t h o r a c i c  l e n g t h  
- 0 . 2 1 1  
- 0 . 2 1 5  
P r o f e m u r  l e n g t h  0 . 4 2 5  
0 . 3 6 9  
P r o f e m u r  w i d t h  0 . 2 6 7  
0 . 1 2 1  
E l y t r a l  l e n g t h  0 . 3 8 3  
- 0 . 2 0 2  
P r o t h o r a c i c  d e p t h  0 . 0 6 4  
0 . 2 9 1  
H u m e r a l  w i d t h  0 . 0 9 4  0 . 2 7 9  
E y e  d i a m e t e r  0 . 1 2 0  0 . 0 4 0  
T h e  M a h a l a n o b i s  m a t r i x  d i s t a n c e s  a m o n g  p a i r s  o f  t h e  2 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  
d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3 . 4 .  T h e  p h e n o g r a m  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  2 1  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  d e r i v e d  f r o m  t h e s e  d i s t a n c e s  u s i n g  c l u s t e r  a n a l y s i s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  
3 . 1 1 A .  I t  s e e m s  t h a t  t h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  c a n o n i c a l  d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  a n a l y s i s  b a s e d  
o n l y  o n  o v e r a l l  b o d y  s i z e  m e a s u r e m e n t s  a r e  l i k e l y  t o  c l u s t e r  t h e  s p e c i e s  a c c o r d i n g  t o  s i z e .  
T h e r e f o r e ,  i n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  t h e  b o d y  s i z e  e f f e c t ,  e a c h  m e a s u r e d  c h a r a c t e r  o f  e a c h  
i n d i v i d u a l  w a s  d i v i d e d  b y  a  s t a n d a r d  e s t i m a t e  o f  b o d y  s i z e  ( p r o t h o r a c i c  l e n g t h  p l u s  e l y t r a l  
4 5  
l e n g t h ) .  T h e s e  p a r t i c u l a r  m e a s u r e m e n t s  w e r e  u s e d  b e c a u s e  t h e y  h a d  a l r e a d y  b e e n  
m e a s u r e d  a n d ,  w h e n  i t  w a s  d e c i d e d  t o  c a l c u l a t e  t h i s  r a t i o ,  t h e  s p e c i m e n s  h a d  a l l  b e e n  
r e t u r n e d .  I t  w a s  t h e r e f o r e  n o t  p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  t h e  t o t a l  s i z e  a n d  b e  s u r e  t h a t  t h e  s a m e  
i n d i v i d u a l s  a s  h a d  a l r e a d y  b e e n  m e a s u r e d  w e r e  b e i n g  m e a s u r e d .  T h e  r a t i o s  f r o m  t h e  1 9  
c h a r a c t e r s  ( a s  l i s t e d  b e f o r e )  w e r e  t h e n  u s e d  i n  a  s e c o n d  d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  a n a l y s i s .  
T h e  s t e p w i s e  m u l t i p l e  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  w a s  a g a i n  u s e d  t o  t e s t  t h e s e  c h a r a c t e r s  i n  
o r d e r  t o  d e f i n e  t h e i r  v a l i d i t y  f o r  t a x o n o m i c  s e p a r a t i o n .  S t e p w i s e  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  f o u r  
c h a r a c t e r s :  e l y t r a l  l e n g t h ,  m e s o f e m u r  l e n g t h ,  m e t a f e m u r  l e n g t h ,  a n d  l e n g t h  o f  s c a p e ,  d i d  
n o t  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s .  T h e  p h e n o g r a m  f r o m  t h e  r e s t  o f  
t h e  c h a r a c t e r s  ( F i g u r e  3 . 1 1 B )  w a s  g e n e r a t e d  f r o m  t h e  M a h a l a n o b i s  d i s t a n c e  m a t r i x  f r o m  
T a b l e  3 . 5 .  T h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  c l u s t e r e d  t o g e t h e r  e x c e p t  f o r  o n e  g r o u p  o f  t h r e e  s p e c i e s :  
H .  a l g i d a ,  H .  h i s p i d a  a n d  H .  o h a u e n s i s ,  w h i c h  w e r e  r e l a t i v e l y  h i g h l y  d i s t i n c t  f r o m  t h e  
r e s t .  H o w e v e r ,  t h e  p h e n o g r a m  s h o w e d  s o m e  c l a d e s  w i t h  u n r e s o l v e d  r e l a t i o n s h i p s  a n d  t h e  
r e l a t i o n s h i p  p a t t e r n  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w a s  u n c l e a r  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  p r e v i o u s  
p h e n o g r a m  ( F i g u r e  3 . 1 1 A ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  r a t i o  v a l u e s  f o r  c h a r a c t e r s  t o  
m i n i m i z e  t h e  e f f e c t s  o f  b o d y  s i z e  w e r e  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  a n d  t h e r e f o r e ,  c o u l d  n o t  
u n a m b i g u o u s l y  s e p a r a t e  t h e m  i n  t h e  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s ;  t h e  s p e c i e s  a r e  l i k e l y  t o  o v e r l a p  
t o  e a c h  o t h e r .  
O v e r a l l ,  t h e  p h e n o g r a m  f r o m  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  ( F i g u r e  3 . 1 1 )  g a v e  a  p a t t e r n  o f  
s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  i n c o n g r u e n t  w i t h  t h e  c l a d o g r a m s  ( F i g u r e s  3 . 6  a n d  3 . 8 )  f r o m  c l a d i s t i c  
a n a l y s i s  b a s e d  o n  m o r p h o l o g y  a n d  t h e  p r e v i o u s  c l a s s i f i c a t i o n  o f  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  T h i s  
s t u d y  s h o w e d  t h a t  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  w a s  u n a b l e  t o  p r o d u c e  i n f o r m a t i v e  r e s u l t s  a b o u t  
t h e  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s ,  
b a s e d  o n l y  o n  c h a r a c t e r s  w h i c h  a r e  r e l a t e d  t o  o v e r a l l  b o d y  s i z e ,  d o e s  n o t  r e f l e c t  
p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  T h e r e  i s  s t r o n g  e v i d e n c e  t h a t  b o d y  s i z e  i s  i n f l u e n c e d  b y  
e c o l o g i c a l  p a r a m e t e r s  ( A n d e r s e n  1 9 8 5 ) .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t r y i n g  t o  d e t e r m i n e  t h e  
r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  s p e c i e s  f r o m  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  i s  d i f f i c u l t  b e c a u s e  i t  i s  
s u b j e c t  t o  s i z e - r e l a t e d  c h a n g e s  r a t h e r  t h a n  t h e i r  i n h e r i t a n c e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  i n c o n g r u e n c e  
b e t w e e n  t h e  p h e n o g r a m  a n d  c l a d o g r a m s  i s  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  c h a r a c t e r s  t r a d i t i o n a l l y  
u s e d  i n  H o l c a s p i s  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n  a r e  b a s e d  o n  q u a l i t a t i v e  f e a t u r e s  r a t h e r  t h a n  
q u a n t i t a t i v e  o n e s .  
T a b l e  3 . 4  D a t a  m a t r i x  o f  M a h a l a n o b i s  d i s t a n c e s  ( D 2 )  o f  2 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  t h e  f i r s t  
d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s .  
S p e c i e s  
1  2  3  4  5  6  
7  
8  9  
1 0  1 1  
1 2  1 3  1 4  1 5  1 6  1 7  1 8  1 9  2 0  2 1  
I  H .  b r o u n i a n a  
2  H .  o h a u e l l s i s  
3  H .  a n g u s / u l a  
4  H .  p l a c i d a  
5  H .  d e l a t o r  
6  H .  e g r e g i a l i s  
7  H .  e l o l l g e l l a  
8  H .  h i s p i d a  
9  H .  h u d s o n i  
1 0  H .  i m p i g e r  
I I  H .  i m p l i c a  
1 2  H .  i l l / e r m i l l e l l s  
1 3  H .  m o r d a x  
1 4  H .  m u c r o l l a / a  
1 5  H .  o e d i c l l e m a  
1 6  H .  j a i c i s  
1 7  H .  o v a / e l l a  
1 8  H .  a l g i d a  
1 9  H .  p u n c / i g e r a  
2 0  H .  s / e w a r / e n s i s  
2 1  H .  s u / e r i  
o  
1 5 3  0  
3 0  9 7  0  
3 8  8 7  1 8  
4 3  1 8 1  5 7  
4 7  1 1 0  3 0  
2 8  1 0 3  2 3  
1 1 7  2 4 5  1 0 6  
9 1  2 9 9  1 2 6  
2 9  9 4  1 5  
4 5  9 7  2 7  
8 2  3 0 8  1 2 5  
5 0  6 1  2 0  
6 0  2 3 2  9 1  
1 0 2  2 7 9  1 1 2  
2 1  1 0 1  2 4  
8 6  2 9 0  1 2 4  
4 7  1 1 2  5 2  
4 3  7 7  2 4  
6 2  1 1 9  4 3  
5 3  1 8 9  6 9  
o  
9 9  0  
3 3  8 4  0  
2 3  4 6  4 1  0  
1 4 4  7 1  1 4 5  9 4  0  
1 9 0  3 6  1 5 8  1 1 5  1 5 8  
2 2  5 1  3 0  1 9  1 1 8  
4 1  3 3  4 1  1 7  8 4  
1 8 2  2 4  1 6 1  1 0 9  1 2 8  
2 3  6 3  3 7  2 4  9 9  
1 3 0  1 3  1 2 4  6 5  9 2  
1 8 5  6 1  1 5 7  1 2 4  1 8 6  
1 9  7 5  4 1  3 8  1 2 1  
1 9 5  3 3 8  1 6 6  1 1 7  1 3 8  
4 5  1 0 3  6 2  4 8  1 5 6  
3 2  6 6  4 1  3 5  1 1 3  
6 3  4 4  6 7  4 5  6 6  
1 2 0  2 2  9 4  7 0  1 1 8  
o  
1 1 2  0  
9 3  1 8  
1 5  I I I  
1 5 9  1 6  
2 7  8 1  
2 9  1 3 0  
1 5 4  2 7  
1 6  1 1 9  
1 6 5  4 2  
1 4 9  1 4  
1 2 3  3 7  
3 0  6 4  
o  
9 1  
1 5 1  
1 5  
5 9  
1 6 4  
1 6  
1 6 9  
1 3 7  
9 8  
5 1  
o  
9 3  0  
1 0 1  4 0  
1 7 1  6 4  
2 8  1 0 1  
1 5 8  3 5  
4 7  1 2 5  
1 4  1 0 7  
3 9  6 3  
3 8  9 3  
o  
4 1  0  
1 5 8  9 4  0  
3 9  1 3 5  2 5  0  
1 8 3  3 8  1 5 4  1 0 7  0  
1 7 0  3 1  1 3 5  3 8  7 2  
1 4 8  4 7  1 1 6  9 0  4 0  
4 0  4 1  9 4  2 5  1 0 7  
o  
7 5  
7 2  
o  
7 5  o  
T a b l e  3 . 5  D a t a  m a t r i x  o f  M a h a l a n o b i s  d i s t a n c e s  ( D 2 )  o f  2 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  t h e  s e c o n d  
d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s .  
2  3  
H .  b r o u n i a n a  0  
2  H .  o h a u e n s i s  
3  H .  a n g u s / u l a  
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Figure 3.11 The phenograms generated from the Mahalanobis distances (D2) of 21 
Holcaspis species using cluster analysis with unweighted pair group method 
with arithmetic averages (UPGMA): (A) from the first discrimination 
analysis, (B) from the second discrimination analysis. 
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H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  t h e  
m o r p h o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a l l o w e d  a  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  c o r r e c t l y  
c l a s s i f y i n g  i n d i v i d u a l s  b e l o n g i n g  t o  t h e s e  s p e c i e s .  T h e  s e l e c t e d  m e a s u r e m e n t s  ( 1 8  
c h a r a c t e r s :  T a b l e  3 . 3 )  w e r e  t h e r e f o r e  r e l i a b l e  t a x o n o m i c  c h a r a c t e r s .  
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I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m o r p h o m e t r i c  a p p r o a c h  t h a t  w a s  a p p l i e d  t o  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
c a n  b e  u s e d  a s  a  r a p i d  i n d i c a t o r  t o  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n  b u t  i t  f a i l s  t o  a d e q u a t e l y  r e f l e c t  
t h e  s p e c i e s  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  
3 . 4  S u m m a r y  
C l a d i s t i c  a n d  m o r p h o m e t r i c  m e t h o d s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  u s i n g  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  o f  a d u l t  b e e t l e s .  T h e  c l a d i s t i c  m e t h o d  u s i n g  a  t h r e e  d i f f e r e n t  
s p e c i e s  o u t  g r o u p  a n d  t h e  h y p o t h e t i c a l  a n c e s t o r  a s  a n  o u t  g r o u p  r e s u l t e d  i n  s i m i l a r  
t o p o l o g i e s .  T h e  c l a d i s t i c  r e s u l t s  s h o w e d  h i g h l y  c o n g r u e n t  r e l a t i o n s h i p s  w i t h  t h e  p r e v i o u s  
s p e c i e s  g r o u p i n g  o f  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  m o r p h o m e t r i c  a p p r o a c h  w a s  u n a b l e  
t o  r e f l e c t  t h e  h y p o t h e s i z e d  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  H o w e v e r ,  
t h e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  w h i c h  y i e l d e d  s i m i l a r  r e s u l t s  f o r  m a l e s  a n d  f e m a l e s ,  w a s  f o u n d  
t o  b e  a  p o w e r f u l  m e t h o d  f o r  i d e n t i f y i n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
C H A P T E R  4  
H o l c a s p i s  r e l a t i o n s h i p s  i n f e r r e d  f r o m  
a l l o z y m e  v a r i a t i o n  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  
S i n c e  t h e  e n z y m e  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e  w a s  d e v e l o p e d ,  i t  h a s  b e e n  i n c r e a s i n g l y  
u s e d  t o  p r o v i d e  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  i n  a  w i d e  r a n g e  o f  b i o l o g i c a l  s i t u a t i o n s .  T h i s  c h a p t e r  
f o c u s e s  o n  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e  f o r  s y s t e m a t i c  s t u d i e s  
a s  p a r t  o f  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  g e n u s  H o i c a s p i s  u s i n g  b o t h  p h e n e t i c  
a n d  c l a d i s t i c  m e t h o d s .  I t  a l s o  i n c l u d e s  a  s h o r t  r e v i e w  o f  t h e  p r i n c i p l e s  i n v o l v e d  i n  t h e  
a p p l i c a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e .  
4 . 2  L i t e r a t u r e  r e v i e w  
4 . 2 . 1  E l e c t r o p h o r e s i s  a n d  s y s t e m a t i c s  
T h e  a d v a n t a g e s  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  i n  d i f f e r e n t  a s p e c t s  o f  b i o l o g y  a r e  w e l l  
k n o w n  a n d  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  b y  m a n y  a u t h o r s .  F o r  e x a m p l e ,  T h o r p e  ( 1 9 8 3 )  s u g g e s t e d  
t h a t  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  c o u l d  b e  u s e f u l l y  a p p l i e d  t o  s o l v e  m a n y  p r o b l e m s  i n  
a g r i c u l t u r a l  e n t o m o l o g y ,  s u c h  a s  i d e n t i f y i n g  t h e  i m m a t u r e  s t a g e s  o f  d i f f e r e n t  s p e c i e s  w h e n  
i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  u s e  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s .  P o w e l l  a n d  W a l t o n  ( 1 9 8 9 )  p o i n t e d  o u t  
t h a t  s u c c e s s  i n  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  a n d  i n t e g r a t e d  p e s t  m a n a g e m e n t  p r o g r a m m e s  d e p e n d s  o n  
r e c o g n i t i o n ,  n o t  o n l y  o f  t h e  t a r g e t  p e s t ,  b u t  a l s o  o f  t h e  n a t u r a l  e n e m i e s .  E l e c t r o p h o r e s i s  
c a n  b e  a p p l i e d  t o  m o n i t o r  t h e  p r e s e n c e  a n d  p o p u l a t i o n  l e v e l s  o f  n a t u r a l  e n e m i e s  i n  p e s t  
p o p u l a t i o n s .  E l e c t r o p h o r e s i s  c a n  a l s o  b e  u s e d  i n  e c o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  p r e d a t o r / p r e y  
r e l a t i o n s h i p s  ( M u r r a y  e t  a i .  1 9 8 9 ) .  B a r t l e t t  ( 1 9 8 1 )  a n d  T h o r p e  ( 1 9 8 3 )  s u g g e s t e d  t h a t ,  i n  
m a s s  r e a r e d  l a b o r a t o r y  p o p u l a t i o n s  o f  i n s e c t s ,  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  a r e  u s e f u l  f o r  
m o n i t o r i n g  g e n e t i c  c h a n g e s .  E l e c t r o p h o r e s i s  i s  a l s o  a n  a p p r o p r i a t e  m e t h o d  f o r  d e t e c t i n g  
i n s e c t i c i d e  r e s i s t a n c e  i n  i n d i v i d u a l  i n s e c t s  a n d  m o n i t o r i n g  a c c u r a t e l y  c h a n g e s  i n  
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r e s i s t a n t  g e n e  f r e q u e n c y  ( D e v o n s h i r e  1 9 8 9 ) .  
F o r  s y s t e m a t i c  p u r p o s e s ,  t h e  v a l u e  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  a s  a  t o o l  i s  b e i n g  i n c r e a s i n g l y  
r e c o g n i s e d  b y  t a x o n o m i s t s  a n d  t h e  f i e l d  h a s  b e e n  r e v i e w e d  b y  m a n y  a u t h o r s  ( A v i s e  1 9 7 5 ;  
F e r g u s o n  1 9 8 0 ;  T h o r p e  1 9 8 3 ;  M e n k e n  a n d  U l e n b e r g  1 9 8 7 ;  P o w e l l  a n d  W a l t o n  1 9 8 9 ) .  T h e  
u s e  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  a s  a  s o u r c e  o f  c h a r a c t e r s  f o r  s y s t e m a t i c  s t u d i e s  h a s  b e e n  c o n s i d e r e d  
f o r  m a n y  y e a r s  ( A v i s e  1 9 8 3 ;  R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  A n y  c h a r a c t e r s  t h a t  a r e  v a l u a b l e  a s  
t a x o n o m i c  c h a r a c t e r s  s h o u l d  s a t i s f y  t w o  i m p o r t a n t  c r i t e r i a :  t h e  c h a r a c t e r  s h o u l d  b e  
g e n e t i c a l l y  s t a b l e  a n d  n o t  v a r y  w i t h  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s ;  a n d ,  s e c o n d l y ,  e a c h  
c h a r a c t e r  s h o u l d  b e  i n d e p e n d e n t  o f  o t h e r  t a x o n o m i c  c h a r a c t e r s  u s e d .  E l e c t r o p h o r e s i s  
s a t i s f i e s  b o t h  c r i t e r i a  ( R i c h a r d s o n  e t  a i .  1 9 8 6 ) .  I n  m a n y  i n s t a n c e s ,  e l e c t r o p h o r e t i c  d a t a  
h a v e  c o n t r i b u t e d  g r e a t l y  t o  i n s e c t  s y s t e m a t i c s .  E l e c t r o p h o r e s i s  c a n  b e  a  p o w e r f u l  a i d  t o  
d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  a n d  i d e n t i f y  t a x a  a t  a l l  l e v e l s  a n d  t o  p r o d u c e  a  h i e r a r c h i c a l  
c l a s s i f i c a t i o n  o f  t a x a  ( B e r l o c h e r  1 9 8 4 ;  M e n k e n  a n d  U l e n b e r g  1 9 8 7 ;  B r o w n  1 9 9 0 ) .  T h i s  
a b i l i t y  i s  b a s e d  o n  t h e  f a c t  t h a t  t a x a  a t  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  s y s t e m a t i c  d i v e r g e n c e  w i l l  h a v e  
d i f f e r e n t  p r o b a b i l i t i e s  o f  g e n e t i c  i d e n t i t y  ( T h o r p e  1 9 8 3 ) .  T h o r p e  ( 1 9 7 9 )  s u g g e s t e d  t h a t ,  i n  
c o n  s p e c i f i c  p o p u l a t i o n s ,  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  g e n e t i c  i d e n t i t y  w o u l d  b e  a b o v e  a b o u t  0 . 9 ,  b u t  
b e t w e e n  c o n g e n e r i c  s p e c i e s  o r  s p e c i e s  f r o m  d i f f e r e n t  b u t  r e l a t e d  g e n e r a ,  t h e  g e n e t i c  
i d e n t i t y  p r o b a b i l i t y  w o u l d  b e  b e t w e e n  a b o u t  0 . 2 5  a n d  0 . 8 5 .  P o p u l a t i o n s  a n d  i n d i v i d u a l s  
c a n  a l s o  b e  d i f f e r e n t i a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s .  F u r t h e r m o r e ,  e l e c t r o p h o r e s i s  c a n  o v e r c o m e  
t h e  p r o b l e m s  o f  i n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n  w h e n  v a r i a t i o n  i s  p r e s e n t  w i t h i n  s p e c i e s .  V a r i o u s  
f a c t o r s  c a u s e  v a r i a t i o n  w i t h i n  s p e c i e s  s u c h  a s  g e n e t i c  v a r i a t i o n ,  a g e ,  s e x ,  n u t r i t i o n a l  
c o n d i t i o n ,  a n d  e n v i r o n m e n t  ( F e r g u s o n  1 9 8 0 ;  T h o r p e  1 9 8 3 ;  R i c h a r d s o n  e t  a i .  1 9 8 6 ) .  E v e n  
t h o u g h  t h e s e  f a c t o r s  i n f l u e n c e  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  o f  p r o t e i n  o n l y  t h e  g e n e t i c  v a r i a t i o n  
f a c t o r ,  w h i c h  i s  q u a l i t a t i v e  ( p r o t e i n  m o b i l i t y ) ,  i s  v a l u a b l e  i n  s y s t e m a t i c  s t u d i e s .  I n  
c o n t r a s t ,  t h e  n o n - g e n e t i c  c h a n g e s ,  l i k e  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s ,  c a u s e  q u a n t i t a t i v e  v a r i a t i o n ,  
w h i c h  a f f e c t s  t h e  a m o u n t  o f  a  p a r t i c u l a r  p r o t e i n  r a t h e r  t h a n  i n  i t s  m o b i l i t y .  T h i s  k i n d  o f  
v a r i a t i o n  i s  n o t  s i g n i f i c a n t  i n  s y s t e m a t i c s  ( F e r g u s o n  1 9 8 0 )  a n d  c a n  b e  i g n o r e d .  
A n  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  d a t a  o v e r  c o n v e n t i o n a l  m o r p h o l o g i c a l  
d a t a  i s  t h e  a b i l i t y  t o  c l a r i f y  a n d  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  a m b i g u o u s  s p e c i e s  w h e r e  t h e  o n l y  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  a r e  n e a r l y ,  o r  c o m p l e t e l y ,  i n d i s t i n g u i s h a b l e ,  s u c h  a s  i n  s i b l i n g  
s p e c i e s ,  c r y p t i c  s p e c i e s  a n d  s p e c i e s  c o m p l e x e s  ( T h o r p e  1 9 8 3 ;  H i l l i s  1 9 8 7 ) .  A v i s e  ( 1 9 7 5 )  
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p o i n t e d  o u t  t h a t  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s  a r e  l i k e l y  t o  s h a r e  h o m o l o g o u s  p r o t e i n s  d i f f e r i n g  i n  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e ,  w h i c h  c a n  p r o d u c e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n e t  c h a r g e  o f  p r o t e i n s  a n d  s o  
m o b i l i t y .  T h u s ,  b y  u s i n g  e l e c t r o p h o r e s i s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e t e c t  d i s s i m i l a r  p r o t e i n s .  
I n  g e n e r a l ,  i n d i v i d u a l s  c o m p r i s i n g  a  s p e c i e s  a r e  c a p a b l e  o f  i n t e r b r e e d i n g  t o  p r o d u c e  
v i a b l e ,  f e r t i l e  o f f s p r i n g  b u t ,  d u e  t o  g e o g r a p h i c a l  b a r r i e r s ,  t h e y  m a y  n o t  h a v e  c h a n c e  t o  d o  
s o .  H o w e v e r ,  i n d i v i d u a l s  o f  o n e  s p e c i e s  a r e  r e p r o d u c t i v e l y  i s o l a t e d  f r o m  i n d i v i d u a l s  o f  a l l  
o t h e r  s p e c i e s .  I t  i s  o f t e n  q u i t e  d i f f i c u l t  t o  d e c i d e  w h e t h e r  t w o  g e o g r a p h i c a l l y  i s o l a t e d  
p o p u l a t i o n s  b e l o n g  t o  t h e  s a m e  o r  t o  d i f f e r e n t ,  a l l o p a t r i c  s p e c i e s .  T w o  i s o l a t e d  
p o p u l a t i o n s  m a y  h a v e  m o r p h o l o g i c a l  s i m i l a r i t y  e v e n  t h o u g h  t h e y  l i v e  i n  m u t u a l l y  
e x c l u s i v e  g e o g r a p h i c a l  a r e a s .  I n  c o n t r a s t ,  t w o  p o p U l a t i o n s  t h a t  a r e  s y m p a t r i c  m a y  b e  
s e p a r a t e  s p e c i e s .  W h e n  s u c h  s p e c i e s  a r e  m o r p h o l o g i c a l l y  d i s t i n c t ,  t h e y  c a n  b e  r e c o g n i s e d  
a s  d i f f e r e n t  s p e c i e s .  O f t e n ,  h o w e v e r ,  s y m p a t r i c  s p e c i e s  a r e  n o t  o b v i o u s l y  d i s t i n g u i s h a b l e  
a t  t h e  m o r p h o l o g i c a l  l e v e l .  E n z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  c a n  b e  a  m o s t  p o w e r f u l  t o o l  t o  c l a r i f y  
t h e  t a x o n o m i c  s t a t u s  o f  d u b i o u s  s p e c i e s  t h a t  o c c u r  s y m p a t r i c a l l y  o r  a l l o p a t r i c a l l y .  W h e n  
s y m p a t r i c  p o p u l a t i o n s  a r e  c o m p a r e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  a r e  u s e d  a s  a n  
i n d i c a t o r  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  p o p u l a t i o n s .  I f  s u c h  p o p u l a t i o n s  h a v e  d i f f e r e n t  
f r e q u e n c i e s  a t  a  s e r i e s  o f  l o c i ,  o r  e s p e c i a l l y  i f  t h e y  h a v e  f i x e d  a l l e l i c  d i f f e r e n c e s ,  t h e n  
c l e a r l y  t h e y  a r e  r e p r o d u c t i v e l y  i s o l a t e d  ( T h o r p e  1 9 8 3 ;  R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  W i t h  
a l l o p a t r i c  p o p u l a t i o n s ,  t h e  p o p u l a t i o n s  a c c u m u l a t e  g e n e t i c  c h a n g e s  s l o w l y  o v e r  a  l o n g  t i m e  
a s  a  r e s u l t  o f  e n v i r o n m e n t a l  i n f l u e n c e s .  I n t e r p r e t a t i o n  o f  a l l e l i c  d i f f e r e n c e s  i s  n o t  c l e a r  c u t  
b e c a u s e  r e p r o d u c t i v e  i s o l a t i o n  o f  a l l o p a t r i c  p o p u l a t i o n s  m a y  n o t  b e  c o m p l e t e l y  
d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  t h e  e f f e c t  o f  p h y s i c a l  i s o l a t i o n  ( B u s h  a n d  H o y  1 9 8 4 ;  F e r g u s o n  1 9 8 8 ) .  
H o w e v e r ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t a x o n o m i c  s t a t u s  f o r  a l l o p a t r i c  p o p u l a t i o n s  c a n  b e  d o n e  
u s i n g  g e n e t i c  d i s t a n c e s  f r o m  c l o s e l y  r e l a t e d  t a x a  ( A y a l a  1 9 8 3 ;  T h o r p e  1 9 8 3 ) .  
E l e c t r o p h o r e s i s  i s  u s e f u l  n o t  o n l y  f o r  i d e n t i f y i n g  a n d  d i s c r i m i n a t i n g  b e t w e e n  s p e c i e s  
b u t  a l s o  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  d e g r e e  o f  r e l a t i o n s h i p  a m o n g  s p e c i e s  a n d  o t h e r  t a x o n o m i c  
l e v e l s ,  a s  w e l l  a s  f o r  a n a l y s i s  o f  s y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p s  ( P r a g e r  a n d  W i l s o n  1 9 7 8 ;  
B a v e r s t o c k  e t  a l .  1 9 7 9 ;  F e r g u s o n  1 9 8 0 ;  B u t h  1 9 8 4 ;  M e n k e n  a n d  U l e n b e r g  1 9 8 7 ;  M u r p h y  
1 9 9 3 ) .  
T r a d i t i o n a l l y ,  t h e  a s s e s s m e n t  o f  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  h a s  b e e n  b a s e d  m a i n l y  o n  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s .  H o w e v e r ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  f r o m  
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m a c r o m o l e c u l a r  d a t a  s u c h  a s  i s o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  i n c r e a s i n g l y  b e i n g  p r a c t i s e d  
( P r a g e r  a n d  W i l s o n  1 9 7 8 ) .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e r e  i s  a  d i v e r g e n c e  o f  o p i n i o n  o n  t h e  t r e a t m e n t  
o f  e n z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  d a t a  f o r  s t u d i e s  o f  s y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p s .  B a s i c a l l y ,  t w o  
p r e f e r r e d  t r e a t m e n t s  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  d a t a  a r e  u s e d .  T h e s e  t r e a t m e n t s  a r e  d i s t a n c e  d a t a  
a n d  c h a r a c t e r  s t a t e  d a t a  ( B u t h  1 9 8 4 ;  M u r p h y  1 9 9 3 ) .  F r o m  d i s t a n c e  d a t a ,  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  
o r  d i s t a n c e  c o e f f i c i e n t s  a r e  c a l c u l a t e d  f r o m  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  a t  v a r i o u s  l o c i  a n d  t h e n  c a n  
b e  c l u s t e r e d  b y  s e v e r a l  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m s  s u c h  a s  t h e  u n w e i g h t e d  p a i r  g r o u p  m e t h o d  
( U P G M A ) ,  t h e  F . M .  p r o c e d u r e  ( F i t c h  a n d  M a r g o l i a s h  1 9 6 7 )  a n d  t h e  W a g n e r  d i s t a n c e  
m e t h o d  ( F a r r i s  1 9 7 2 ) .  T h e  o t h e r  a p p r o a c h ,  c h a r a c t e r  s t a t e  d a t a ,  c a n  b e  u s e d  w i t h  b o t h  
a l l e l e  a n d  l o c u s  c o d e d  a s  c h a r a c t e r s  ( M i c k e v i c h  a n d  M i t t e r  1 9 8 1 ;  B u t h  1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  
t h e  c o n t r o v e r s y  o v e r  c o d i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  d a t a  a s  i n d e p e n d e n t  a l l e l e s  ( p r e s e n c e / a b s e n c e )  
o r  l o c i  s t i l l  c o n t i n u e s  ( M i c k e v i c h  a n d  M i t t e r  1 9 8 1 ;  B u t h  1 9 8 4 ;  S w o f f o r d  a n d  B e r l o c h e r  
1 9 8 7 ;  M u r p h y  1 9 9 3 ) .  
4 . 2 . 2  T h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e  
T h e  p r a c t i c a l  d e t a i l s  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  a s  w e l l  a s  t h e  t h e o r e t i c a l  b a c k g r o u n d  h a v e  
b e e n  d i s c u s s e d  b y  m a n y  a u t h o r s  s u c h  a s  B r e w e r  a n d  S i n g  ( 1 9 7 0 ) ,  H a r r i s  a n d  H o p k i n s o n  
( 1 9 7 6 ) ,  R i c h a r d s o n  e t  a i .  ( 1 9 8 6 )  a n d  P a s t e u r  e t  a i .  ( 1 9 8 8 ) .  
T h e  p r i n c i p l e s  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  h a v e  b e e n  k n o w n  s i n c e  t h e  e n d  o f  t h e  n i n e t e e n t h  
c e n t u r y .  I n  g e n e r a l ,  t h e  t e r m  e l e c t r o p h o r e s i s  m a y  b e  d e f i n e d  a s  t h e  m i g r a t i o n  o f  p a r t i c l e s  
i n  a  s u p p o r t i n g  m e d i u m ,  s u c h  a s  s t a r c h  a g a r ,  c e l l u l o s e  a c e t a t e  o r  p o l y a c r y l a m i d e  g e l ,  
u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  a n  e l e c t r i c  f i e l d  ( F e r g u s o n  1 9 8 0 ;  R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  
E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  d e v e l o p e d  a s  a n  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e  f o r  c h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  
r e s e a r c h .  I t  h a s  b e e n  u s e d  w i t h  c o n s i d e r a b l e  s u c c e s s  o n  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  g r o u p s  o f  
a n i m a l s  ( F e r g u s o n  1 9 8 0 ;  R i c h a r d s o n  e t  a i .  1 9 8 6 ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  i s  a b l e  t o  s e p a r a t e  a l l  
t y p e s  o f  c h a r g e d  c o m p o u n d s .  O n e  o f  t h e  m o s t  w i d e s p r e a d  u s e s  o f  t h e  t e c h n i q u e  i s  t o  
s e p a r a t e  o f  p r o t e i n s  t h a t  c o n t a i n  b o t h  a c i d i c  a n d  b a s i c  g r o u p s .  P r o t e i n s  c o n s i s t  o f  o n e  o r  
m o r e  p o l y p e p t i d e  c h a i n s  o r  s u b u n i t s .  E a c h  p o l y p e p t i d e  c h a i n  i s  c o m p o s e d  o f  a  s e r i e s  o f  
a m i n o  a c i d s  j o i n e d  t o g e t h e r  b y  c o v a l e n t  o r  p e p t i d e  b o n d s .  T h e  o r d e r  a n d  n a t u r e  o f  t h e s e  
a m i n o  a c i d s  d e t e r m i n e s  t h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  a  g i v e n  p o l y p e p t i d e .  T h e  s i d e  c h a i n s  o f  
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a m i n o  a c i d s  t h a t  m a k e  u p  a  p r o t e i n  m o l e c u l e  m a y  h a v e  c h a r g e d  a c i d i c  ( C O O - )  o r  b a s i c  
( N H + )  g r o u p s .  T h e  p r o t e i n  m a y  c a r r y  a  n e t t  n e g a t i v e  c h a r g e ,  a  n e t t  p o s i t i v e  c h a r g e  o r  n o  
n e t t  c h a r g e .  T h e  c h a r g e  o n  p r o t e i n  m o l e c u l e s  c a u s e s  t h e m  t o  m i g r a t e  i n  a n  e l e c t r i c  f i e l d  
t o w a r d s  t h e  o p p o s i t e l y  c h a r g e d  t e r m i n a l .  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  i s  d i r e c t l y  d e p e n d e n t  
o n  t h e  i n f o r m a t i o n  c o n t a i n e d  i n  t h e  D N A  ( d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d )  o f  t h e  g e n e  t h a t  c o d e s  
f o r  t h e  p a r t i c u l a r  p o l y p e p t i d e  ( F e r g u s o n  1 9 8 0 ;  P a s t e u r  e t  a l .  1 9 8 8 ) .  
4 . 2 . 3  I s o z y m e  a n d  a l l o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  
E l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  t o  s o l v e  t h e  p r o b l e m  o f  i n t e r - a n d  
i n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n  o f  o r g a n i s m s  u s i n g  e n z y m e s  ( w h i c h  a r e  o n e  s o r t  o f  p r o t e i n ) ,  
p a r t i c u l a r l y  i s o z y m e s  ( M a r k e t  a n d  M o l l e r  1 9 5 9 ,  c i t e d  b y  F e r g u s o n  1 9 8 8 ) ,  a n d  a l l o z y m e s  
( P r a k a s h  e t  a l .  1 9 6 9 ,  c i t e d  b y  B u t h  1 9 8 4 ) .  I s o z y m e s  o r  i s o e n z y m e s  a r e  m u l t i p l e  m o l e c u l a r  
f o r m s  o f  a n  e n z y m e  o c c u r r i n g  w i t h i n  a  s i n g l e  s p e c i e s  b e c a u s e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  m o r e  
t h a n  o n e  s t r u c t u r a l  g e n e  ( g e n e s  c o d e  f o r  p r o t e i n s ) .  S u c h  m u l t i p l e  g e n e s  m a y  b e  d u e  t o  
m u l t i p l e  g e n e  l o c i  o r  m u l t i p l e  a l l e l e s  a t  a  s i n g l e  l o c u s .  A n  a l l o z y m e  i s  a  v a r i a n t  p r o t e i n  
p r o d u c e d  b y  m u l t i p l e  a l l e l e s  o f  t h e  s a m e  l o c u s .  I n  o t h e r  w o r d s ,  a n  a l l o z y m e  i s  a  s u b s e t  o f  
i s o z y m e s .  I n s e c t s  a n d  p l a n t s  h a v e  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  a m o u n t s  o f  a l l o z y m e  v a r i a t i o n  
a m o n g  a n d  w i t h i n  t a x o n o m i c  g r o u p s  t h a n  v e r t e b r a t e s ,  w h i c h  t e n d  t o  h a v e  r e l a t i v e l y  l o w  
l e v e l s  ( M e n k e n  a n d  U l e n b e r g  1 9 8 7 ) .  
T h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  ( o r  b a n d s )  o f  i s o z y m e s  a n d  a l l o z y m e s  a r e  v e r y  u s e f u l  
a n d  v a l u a b l e  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  s y s t e m a t i c s ,  a n d  i n  t h e  p o p u l a t i o n  a n d  e v o l u t i o n a r y  g e n e t i c s  
o f  o r g a n i s m s .  T h e  b a n d  p a t t e r n s  a r e  a n  e x p r e s s i o n  o f  t h e  g e n e s  o f  t h e  o r g a n i s m .  
E l e c t r o p h o r e t i c  b a n d  p a t t e r n s  c a n  b e  i n t e r p r e t e d  i n  d i f f e r e n t  w a y s ,  s u c h  a s  t h e  n u m b e r  o f  
b a n d s ,  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  b a n d s ,  t h e  d e n s i t y  a n d  w i d t h  o f  b a n d s  a s  w e l l  a s  t h e i r  
p o s i t i o n  a n d  r e l a t i v e  m o b i l i t y .  H o w e v e r ,  t h e  q u a l i t a t i v e  c h a r a c t e r  o f  r e l a t i v e l y  m o b i l i t y  o f  
b a n d i n g  h a s  p r o v e d  t o  b e  h i g h l y  u s e f u l  i n  d e t e r m i n i n g  t a x o n o m i c  r e l a t i o n s h i p s .  A s  
d i f f e r e n c e s  i n  e n z y m e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  a r e  t h e  r e s u l t  o f  p r o t e i n s  t h a t  w e r e  e n c o d e d  
b y  s e g m e n t s  o f  D N A  d i f f e r i n g  i n  a t  l e a s t  o n e  b a s e  p a i r ,  e l e c t r o p h o r e t i c  b a n d  m o b i l i t y  o f  
p r o t e i n  p r o v i d e s  i n d i r e c t  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  D N A  o r  g e n e  ( A n d e r s o n  e t  a l .  1 9 7 9 ;  
R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  
4 . 2 . 4  T h e  d e t e c t i o n  o f  b a n d i n g  p a t t e r n s  
S i n c e  m o s t  p r o t e i n s  a r e  c o l o u r l e s s ,  i n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  
p r o d u c t s  f o r  a  p a r t i c u l a r  l o c u s ,  s p e c i f i c  s t a i n s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d .  S t a i n i n g  c a n  b e  
c a r r i e d  o u t  e i t h e r  b y  u s i n g  a  n o n - s p e c i f i c  d y e  s u c h  a s  a m i n o  b l a c k  o r  c o o m a s s i e  b r i l l i a n t  
b l u e ,  w h i c h  a r e  g e n e r a l  p r o t e i n  s t a i n s ,  o r  b y  m o r e  s p e c i f i c  s t a i n s .  
E a c h  e n z y m e  c a t a l y s e s  a  s p e c i f i c  r e a c t i o n  a n d  b r e a k s  d o w n  a  s p e c i f i c  s u b s t r a t e .  
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T h i s  p r o p e r t y  c a n  b e  u s e d  t o  d e t e c t  a n  e n z y m e ' s  p o s i t i o n  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s .  F o r  
e x a m p l e ,  t h e  e n z y m e  b e i n g  s t a i n e d  m a y  c o n v e r t  t h e  s u b s t r a t e  i n t o  a  v i s i b l e  p r o d u c t .  
A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  s u b s t r a t e  c a n  b e  c o n v e r t e d  i n t o  a  p r o d u c t  t h a t  i s  n o t  v i s i b l e  i t s e l f ,  b u t  
c a n  b e  m a d e  v i s i b l e  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  o t h e r  h i s t o c h e m i c a l s .  E n z y m e s  c a n  a l s o  b e  
d e t e c t e d  b y  c o u p l i n g  t h e  r e a c t i o n .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  a p p r o p r i a t e  l i n k i n g  e n z y m e s  a r e  a d d e d  
t o  t h e  s t a i n i n g  r e a g e n t s  t o  c o n v e r t  t h e  f i r s t  p r o d u c t  i n t o  a  s e c o n d  p r o d u c t .  I t  c a n  t h e n  b e  
m a d e  v i s i b l e  b y  u s i n g  a d d i t i o n a l  h i s t o c h e m i c a l s .  T h e  c o l o u r e d  b a n d s  a p p e a r  o n  t h e  g e l  
w h e r e v e r  t h e  p r o d u c t  i s  f o r m e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  t h e  r e l e v a n t  e n z y m e .  T h e  t e c h n i q u e s  a n d  
r e c i p e s  f o r  s t a i n i n g  i n  e n z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  a r e  w e l l  p r e s e n t e d  b y  m a n y  a u t h o r s  s u c h  a s  
H a r r i s  a n d  H o p k i n s o n  ( 1 9 7 6 ) ,  R i c h a r d s o n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  a n d  P a s t e u r  e t  a l .  ( 1 9 8 8 ) .  
4 . 2 . 5  C e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  
A  v a r i e t y  o f  s u p p o r t i n g  m e d i a  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  f o r  e n z y m e  s e p a r a t i o n .  
D i f f e r e n c e s  i n  t h e  n a t u r a l  p r o p e r t i e s  o f  s u p p o r t i n g  m e d i a  m a y  c a u s e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
r e s o l u t i o n  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s .  T h e r e  i s  n o  s i n g l e  m e d i u m  t h a t  i s  r o u t i n e l y  s u p e r i o r  
t o  a l l  o t h e r s  f o r  i s o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s ;  e a c h  h a s  i t s  o w n  p a r t i c u l a r  a d v a n t a g e s  a n d  
d i s a d v a n t a g e s .  
C e l l u l o s e  a c e t a t e  o r  c e l l o g e l  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  a v a i l a b l e  c o m m e r c i a l l y  f o r  
a  n u m b e r  o f  y e a r s .  T h e  g e l  i s  a v a i l a b l e  i n  a  r e a d y - t o - u s e  f o r m .  I t  i s  s u p p l i e d  a s  s t r i p s  
f r o m  2 5  m m  t o  1 5 0  m m  w i d e  a n d  u p  t o  2 0 0  m m  l o n g .  T h e  g e l  h a s  a  p o r o u s  t e x t u r e  s o  i t  
c a n  s e p a r a t e  p r o t e i n  p a r t i c l e s  b y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n e t  c h a r g e  b u t  w i t h  l i t t l e  o r  n o  
s e p a r a t i o n  d u e  t o  m o l e c u l a r  w e i g h t  o r  s i z e  d i f f e r e n c e s  ( H a r r i s  a n d  H o p k i n s o n  1 9 7 6 ;  
R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  T h e  a d v a n t a g e s ,  d i s a d v a n t a g e s  a n d  t h e  t e c h n i q u e s  o f  c e l l u l o s e  
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a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  t h o r o u g h l y  b y  R i c h a r d s o n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) .  
F o r  c e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  a m o u n t  o f  s a m p l e  r e q u i r e d  i s  a  v e r y  s m a l l ;  
0 . 5 - 2 . 0  I I I  o f  s a m p l e  i s  u s e d  f o r  e a c h  a n a l y s i s .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  f o r  
e l e c t r o p h o r e s i s  t h a t  i n v o l v e s  o n l y  s m a l l  s a m p l e s ,  e . g . ,  f r o m  m i c r o o r g a n i s m s  o r  s i n g l e  
i n d i v i d u a l s  o f  l a r g e r  o r g a n i s m s .  I t  i s  a l s o  u s e f u l  f o r  d e t e c t i o n  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  
e n z y m e s  w i t h i n  a  s i n g l e  s a m p l e .  O n l y  a  s m a l l  v o l u m e ,  5 0 - 1 0 0  m l  f o r  e a c h  s t a i n i n g ,  o f  
t h e  s t a i n i n g  s o l u t i o n  i s  r e q u i r e d .  C e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  v e r y  q u i c k  w i t h  e a c h  
r u n  t a k i n g  3 0 - 1 2 0  m i n .  
E l e c t r o p h o r e s i s  p r o d u c e s  h e a t  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  p o w e r  ( v o l t s  x  a m p e r e s )  a p p l i e d  
t o  t h e  g e l .  I f  t o o  m u c h  p o w e r  i s  a p p l i e d ,  e x c e s s  h e a t  w i l l  c a u s e  e n z y m e  d e n a t u r a t i o n .  
W i t h  c e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  o n l y  l o w  v o l t a g e s  a r e  r e q u i r e d  a n d  t h i s  a v o i d s  t h e  
p r o b l e m  o f  p r o t e i n  d e n a t u r a t i o n .  S o m e  c r i t i c i s m s  o f  t h e  t e c h n i q u e  h a v e  a l s o  b e e n  m a d e .  
T h e  m a i n  d i s a d v a n t a g e  i s  t h a t  t h e  a b i l i t y  t o  s e p a r a t e  p r o t e i n  i s  l e s s  t h a n  w i t h  o t h e r  
s u p p o r t i n g  m e d i a  l i k e  p o l y a c r y a m i d e  g e l .  T h e r e  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  m o r e  a d v a n t a g e s  t o  
c e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  t h a n  d i s a d v a n t a g e s  ( H a r r i s  a n d  H o p k i n s o n  1 9 7 6 ;  
R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  
4 . 2 . 6  A l l o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  a s  a p p l i e d  t o  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
E l e c t r o p h o r e s i s  c a n  a s s e s s  g e n e t i c  d i v e r s i t y  a n d  h e l p  t o  d e f i n e  i n t r a - a n d  
i n t e r s p e c i f i c  g e n e t i c  v a r i a b i l i t y .  I t  h a s  a l s o  b e e n  u s e f u l  i n  r e s o l v i n g  t a x o n o m i c  p r o b l e m s  
i n  m a n y  i n s e c t  g r o u p s .  E l e c t r o p h o r e s i s  h a s  n o t  b e e n  c a r r i e d  o u t  b e f o r e  o n  t h e  g e n u s  
H o l c a s p i s .  H o w e v e r ,  a  l a r g e  n u m b e r  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  a n a l y s e s  h a v e  b e e n  d o n e  o n  m a n y  
o t h e r  s p e c i e s  o f  C o l e o p t e r a  f o r  b o t h  i n t r a - a n d  i n t e r s p e c i f i c  s y s t e m a t i c s  ( M e n k e n  a n d  
U l e n b e r g  1 9 8 7 ) .  
T h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  p a r t  o f  t h e  s t u d y  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  w i t h  b o t h  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  e l e c t r o p h o r e t i c  d a t a ,  u s i n g  
c l a d i s t i c  a n d  p h e n e t i c  a n a l y s i s .  
4 . 3  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
4 . 3 . 1  S p e c i m e n s  
T h e  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  f i e l d  c o l l e c t e d  f r o m  v a r i o u s  
l o c a t i o n s .  T h e  l o c a l i t i e s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 1 .  
4 . 3 . 2  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
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E a c h  i n d i v i d u a l  w a s  s e x e d  a n d  w a s  i d e n t i f i e d  u s i n g  B u t c h e r ' s  ( 1 9 8 4 )  k e y .  I d e n t i t i e s  
w e r e  c o n f i r m e d  b y  t h e  s p e c i a l i s t s  M . R .  B u t c h e r  a n d  1 . 1 .  T o w n s e n d .  T o  a v o i d  
c o n t a m i n a t i o n  w i t h  e n z y m e s  f r o m  t h e i r  f o o d ,  s p e c i m e n s  w e r e  s t a r v e d  f o r  3  d a y s  i n  a n  
i n c u b a t o r  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  1 5 ° C .  A f t e r  s t a r v a t i o n ,  e a c h  s p e c i m e n  w a s  p l a c e d  i n  a n  
E p p e n d o r f  t u b e  a n d  q u i c k  f r o z e n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n .  T h e  s p e c i m e n s  w e r e  t h e n  k e p t  i n  a  
d e e p f r e e z e  a t  - 8 0
o
e  u n t i l  u s e d  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  e x p e r i m e n t s .  
4 . 3 . 3  P r e p a r a t i o n  o f  e x t r a c t s  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s  
A f t e r  t h e  s p e c i m e n s  w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  d e e p f r e e z e ,  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t s  w e r e  
r e m o v e d  f r o m  t h e  s p e c i m e n s  a n d  p u t  s e p a r a t e l y  i n  a  c h i l l e d  b l o c k .  L i q u i d  n i t r o g e n  w a s  
t h e n  p o u r e d  o v e r  t h e  i n t e s t i n e s  a n d  t h e y  w e r e  i n d i v i d u a l l y  g r o u n d  u p  w i t h  a  g l a s s  t i s s u e  
g r i n d e r  i n  3 0  J . l 1  o f  c o l d ,  n e w l y  p r e p a r e d ,  e x t r a c t i o n  s o l u t i o n  ( 0 . 0 1  M  t r i s - h y d r o x y m e t h y l  
a m i n o  m e t h a n e  p H  7 . 0 0 ,  0 . 0 1  m M  e t h y l e n e  d i a m i n e t e t r a  a c e t i c  a c i d ,  0 . 1  %  t r i t o n  X ,  0 . 1  %  
x y l e n e ,  0 . 1  %  m e r c a p t o e t h a n o l ) .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  5  m i n  a t  1 O , 0 0 0 g  a t  
4 ° e .  T h e  c l e a r  s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a n  E p p e n d o r f  t u b e .  T h e  s u p e r n a t a n t  f r o m  
e a c h  i n d i v i d u a l  w a s  d i v i d e d  i n t o  e q u a l  v o l u m e s  o f  a b o u t  5  J . l l .  T h e  d i v i d e d  s u p e r n a t a n t  
w a s  s t o r e d  i n  s e p a r a t e  E p p e n d o r f  t u b e s .  T h e  a d v a n t a g e  o f  s e p a r a t i n g  t h e  s u p e r n a t a n t  i n t o  
s m a l l  v o l u m e s  i s  t h a t  e n z y m e  d e n a t u r i n g  b y  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  t h e  w h o l e  s a m p l e  m a n y  
t i m e s  i s  a v o i d e d .  T h e  s u p e r n a t a n t  c o u l d  b e  u s e d  i m m e d i a t e l y  o r  q u i c k  f r o z e n  i n  l i q u i d  
n i t r o g e n  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0
o
e  i n  a  d e e p  f r e e z e r .  
Figure 4.1 Collection sites of the 13 Holcaspis species 
L a k e  R o t o k u r a  
H .  l I l o r d a x  
L a k e  R o t o p o u n a m u  
H .  m o r d a x  
E l s t h o r p e  B u s h  
H .  h i s p i d a  
H .  l 1 1 u c r o n a W  
W h a k a p a p a  
H .  m o r d a x  
P u p u  V a l l e y  _ _  +-_~ 
H .  o e d i c n e m a  
a i k o u r a  
H .  I z u d s o n i  
M t  S o m e r s  
H .  d e l a t o r  
. . . . . . .  1 - - - - O x f o r d  
H .  d e l a t o r  
*----~-Bannockburn 
H .  e g r e g i a l i s  
H .  o v a t e l l a  
H .  p u n c t i g e r a  
H .  h u d s o n i  
A h u r i r i  B u s h  
H .  a l l g l t s t l i i a  
H .  e l o n g e l l a  
H .  i l l t e r m i t t e n s  
H .  s u t e r i  
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W h i t e  P i n e  B u s h  
H .  m u c r o n a t a  
K o h i t e r e  F o r e s t  
H .  o e d i c n e m a  
H .  l 1 1 u c r o n a t a  
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4 . 3 . 4  E l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  
E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c o n d u c t e d  u s i n g  c e l l u l o s e  a c e t a t e .  T h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  s h e e t s  
( H e l e n a  L a b o r a t o r i e s ,  B e a u m o n t ,  T e x a s )  w e r e  6 0  x  7 6  m m  ( T i t a n  I I I .  Z i p  Z o n e ,  c a t  N o .  
3 0 2 4 ) .  T h e  H e l e n a  a p p l i c a t o r  k i t ,  i n c l u d i n g  t w o  l o a d i n g  b a s e s ,  w i t h  a  r o w  o f  e i g h t  s a m p l e  
w e l l s ,  a n  a p p l i c a t o r  w i t h  e i g h t  c a p i l l a r y  t i p s  a n d  a  p l a t e  a l i g n m e n t  b a s e  ( S u p e r  Z  b a s e  c a t .  
N o .  4 0 8 6 )  w a s  u s e d .  
T h e  e l e c t r o p h o r e s i s  c h a m b e r ,  w h i c h  w a s  m o d i f i e d  f r o m  a  H e l e n a  c h a m b e r ,  
c o n s i s t e d  o f  t w o  c o m p a r t m e n t s  w i t h  t w o  e l e c t r o d e s  i n  e a c h  c o m p a r t m e n t .  A  m o d e l  
1 0 0 0 / 5 0 0  B i o - R a d  p o w e r  s u p p l y  w a s  u s e d  b e c a u s e  t h i s  p o w e r  s u p p l y  h a s  t w o  o u t p u t  
t e r m i n a l s ,  a l l o w i n g  t w o  g e l s  t o  b e  r u n  s i m u l t a n e o u s l y .  
4 . 3 . 4 . 1  B u f f e r  s y s t e m s  a n d  r u n n i n g  c o n d i t i o n s  
F o u r  b u f f e r  s y s t e m s  w e r e  u s e d  ( s e e  T a b l e  4 . 1 ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  
r e f r i g e r a t o r  a t  4  ° C .  T h e  r u n n i n g  t i m e  a n d  e l e c t r i c  c u r r e n t  v a r i e d  d e p e n d i n g  o n  t h e  b u f f e r  
u s e d .  
4 . 3 . 4 . 2  E l e c t r o p h o r e s i s  p r o c e d u r e  
P r o c e d u r e s  f o r  c e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  a d a p t e d  f r o m  t h o s e  
r e c o m m e n d e d  b y  H e l e n a  L a b o r a t o r i e s ,  B e a u m o u t ,  T e x a s .  T h e y  w e r e  a s  f o l l o w s :  
1 )  F i f t y  m i l l i l i t r e s  o f  r u n n i n g  b u f f e r  w e r e  p o u r e d  i n t o  e a c h  o f  t h e  o u t e r  
c o m p a r t m e n t s  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  c h a m b e r .  T w o  d i s p o s a b l e  p a p e r  w i c k s  ( f i l t e r  
p a p e r  W a t .  N o . 3 ,  s i z e  1 5 0  x  3 0  m m )  w e r e  m o i s t e n e d  w i t h  b u f f e r ,  t h e n  d r a p e d  
o v e r  e a c h  s u p p o r t  b r i d g e .  
2 )  T h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  p l a t e  w a s  p r e s o a k e d  i n  t h e  r u n n i n g  b u f f e r  t a n k  f o r  2 0  m i n  
u n t i l  i t  w a s  c o m p l e t e l y  s a t u r a t e d .  
3 )  A S  , . 1 1  o f  s a m p l e  o f  s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  w e l l  o f  a  Z i p  Z o n e  w e l l  
p l a t e  w i t h  a  m i c r o p i p e t t e .  A  m a x i m u m  o f  e i g h t  s a m p l e s  c a n  b e  p l a c e d  i n  t h i s  
p l a t e .  - T h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  p l a t e s  w e r e  t h e n  r e m o v e d  f r o m  t h e  b u f f e r  t a n k ,  
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b l o t t e d  a n d  a l i g n e d  o n  t h e  S u p e r  Z  A l i g n i n g  B a s e .  
4 )  T h e  S u p e r  Z  A p p l i c a t o r  w a s  l o a d e d  b y  d e p r e s s i n g  t h e  t i p s  i n t o  t h e  s a m p l e  w e l l s  
3  o r  4  t i m e s .  A b o u t  0 . 5  J . 1 l  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  
w e l l  p l a t e  t o  t h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  p l a t e  w i t h  t h e  a p p l i c a t o r .  
5 )  T h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  p l a t e  w a s  q u i c k l y  p l a c e d ,  c e l l u l o s e  a c e t a t e  s i d e  d o w n ,  o n  
t h e  t w o  w i c k s  i n  e l e c t r o p h o r e s i s  c h a m b e r .  T h e  s a m p l e  w a s  a t  t h e  c a t h o d e  e n d .  
A  c o l d  m e t a l  p l a t e  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  p l a t e .  I c e  c u b e s  
a l s o  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  c e n t r e  c o m p a r t m e n t  t o  k e e p  t h e  c h a m b e r  c o o l .  T h e  l i d  
w a s  f i t t e d  f i r m l y .  T h e  e l e c t r o p h o r e s i s  c h a m b e r  t h e n  w a s  p l a c e d  i n  a  r e f r i g e r a t o r  
a t  4 ° C  t o  k e e p  i t  c o o l .  T h e  B i o - R a d  p o w e r  s u p p l y  w a s  s e t  f o r  t h e  a p p r o p r i a t e  
v o l t a g e  a n d  t i m e  b e f o r e  t u r n i n g  o n  t h e  p o w e r  s u p p l y .  
4 . 3 . 5  E n z y m e  S t a i n i n g  
A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  p l a t e  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  c h a m b e r  a n d  
p l a c e d  i n  a  s p e c i f i c  s u b s t r a t e  s t a i n ,  s t a i n i n g  p r o c e d u r e s  a n d  r e c i p e s  w e r e  m o d i f i e d  f r o m  
S h a w  a n d  P r a s a d  ( 1 9 7 0 ) ,  S t e i n e r  a n d  J o s l y n  ( 1 9 7 9 ) ,  V a l l e j o s  ( 1 9 8 3 ) ,  R i c h a r d s o n  e t  a l .  
( 1 9 8 6 )  a n d  P a s t e u r  e t  a l .  ( 1 9 8 8 ) .  T h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  i n  t h e  s t a i n i n g  s o l u t i o n  a t  3 7 ° C  
u n t i l  t h e  b a n d s ,  w h i c h  i n d i c a t e  e n z y m e  a c t i v i t y ,  h a d  b e e n  s t a i n e d  e n o u g h  t o  b e  o b s e r v e d  
( a b o u t  1 5 - 2 0  m i n  f o r  m o s t  o f  t h e  e n z y m e s  i n  t h i s  s t u d y ) .  T h e  p l a t e  w a s  t h e n  r e m o v e d  
f r o m  t h e  r e a c t i o n  s t a i n i n g  m i x t u r e ,  p l a c e d  i n  d e s t a i n i n g  s o l u t i o n  ( w a t e r : m e t h a n o l : a c e t i c  
a c i d ,  5 : 5 : 1 )  t o  s t o p  t h e  r e a c t i o n ,  w a s h e d  i n  w a t e r ,  a n d  a i r  d r i e d .  
F o r  t h i s  s t u d y ,  a n  i n i t i a l  s c r e e n i n g  o f  e n z y m e  s y s t e m s  f r o m  e a c h  s p e c i e s  w a s  c a r r i e d  
o u t .  T h e  s e l e c t e d  e n z y m e  s y s t e m s  ( T a b l e  4 . 1 )  w e r e  l i m i t e d  t o  t h o s e  e n z y m e s  t h a t  g a v e  
d i s t i n c t i v e  b a n d i n g  p a t t e r n s  i n  a l l  s p e c i e s .  
4 . 3 . 6  D a t a  r e c o r d i n g  a n d  a n a l y s i s  
T o  r e c o r d  t h e  b a n d i n g  p a t t e r n s ,  p h o t o g r a p h s  w e r e  t a k e n  i m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e y  
a p p e a r e d .  B a n d s  w e r e  a l s o  t r a c e d  w i t h  t r a c i n g  p a p e r  t o  r e c o r d  t h e  p a t t e r n s .  
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T a b l e  4 . 1  T h e  s e l e c t e d  H o l c a s p i s  s p e c i e s  e n z y m e s  w i t h  t h e i r  E n z y m e  C o m m i s s i o n  
( E . C . )  c l a s s i f i c a t i o n  n u m b e r s ,  b u f f e r  u s e d  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  t h e  n u m b e r  
o f  l o c i  r e s o l v e d  f o r  e a c h  e n z y m e  s t u d i e d .  
E n z y m e  E . C .  n u m b e r  
B u f f e r  
N u m b e r  
o f  l o c i  
A c i d  p h o s p h a t a s e  
3 . 1 . 3 . 2  T r i s - c i t r a t e  p H  7 . 0  2  
( m o d i f i e d  f r o m  
R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 6 )  
A l d e h y d e  1 . 2 . 1 . 5  C i t r a t e - N - 3  a m i n o  
1  
d e h y d r o g e n a s e  p r o p y l  m o r p h o l i n e  p H  7 . 5  
( m o d i f i e d  f r o m  E a s t e a l  a n d  
B o u s s y  1 9 8 7 )  
A l d e h y d e  o x i d a s e  
1 . 2 . 3 . 1  C i t r a t e - N - 3  a m i n o  1  
p r o p y l  m o r p h o l i n e  p H  7 . 5  
A d e n y  l a t e  k i n a s e  2 . 7 . 4 . 3  P h o s p h a t e  p H  7 . 0  
1  
( m o d i f i e d  f r o m  R i c h a r d s o n  
e t  a l .  1 9 8 6 )  
H e x o k i n a s e  
2 . 7 . 1 . 1  C i t r a t e - N - 3  a m i n o  2  
p r o p y l  m o r p h o l i n e  p H  7 . 5  
L e u c i n e  3 . 4 . 1 1 . 1  B o r a t e  p H  8 . 0  ( m o d i f i e d  2  
a m i n o p e p t i d a s e  
f r o m  L i e b h e r r  1 9 8 3 )  
P h o s p h o g l u c o m u t a s e  5 . 4 . 2 . 2  
P h o s p h a t e  p H  7 . 0  
1  
6 - P h o s p h o g l u c o n a t e  1 . 1 . 1 . 4 4  
P h o s p h a t e  p H  7 . 0  
1  
d e h y d r o g e n a s e  
G l u c o s e  p h o s p h a t e  5 . 3 . 1 . 9  
P h o s p h a t e  p H  7 . 0  
1  
I s o m e r a s e  
M a l i c  e n z y m e  1 . 1 . 1 . 4 0  
C i t r a t e - N - 3  a m i n o  1  
p r o p y l  m o r p h o l i n e  p H  7 . 5  
T o  e x p r e s s  t h e  p o s i t i o n  o f  a  c e r t a i n  b a n d ,  t h e  m o b i l i t y  o f  b a n d s  w a s  d e t e r m i n e d  
u s i n g  t h e  R e l a t i v e  M o b i l i t y  I n d e x  ( R M I )  o f  Z u r w e r r a  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) .  T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  
s o m e  v a r i a t i o n  i n  t h e  m o b i l i t i e s  o f  b a n d  p a t t e r n s  c o u l d  b e  r e d u c e d  b y  u s i n g  t h e  R e l a t i v e  
M o b i l i t y  I n d e x .  T h e r e f o r e ,  i n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  v a r i a t i o n  i n  c o m p a r i n g  a l l e l e s  f r o m  
d i f f e r e n t  g e l s  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e  R e l a t i v e  M o b i l i t y  I n d e x  w a s  u s e d  a s  f o l l o w s :  
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W h e r e  M
j  
a n d  M  r e f  a r e  t h e  d i s t a n c e s  ( m e a s u r e d  f r o m  t h e  o r i g i n  t o  t o p  o f  t h e  r e l e v a n t  
b a n d )  o f  t h e  s a m p l e  a n d  r e f e r e n c e  b a n d s  i n  m i l l i m e t r e s .  F o r  t h i s  s t u d y ,  t h e  b a n d s  f r o m  
M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c u s  w e r e  u s e d  a s  t h e  r e f e r e n c e  b a n d s .  
A c c o r d i n g  t o  t h e  r e l a t i v e  m o b i l i t y  o f  a l l e l e s ,  d i f f e r e n t  a l l e l e s  a t  e a c h  l o c u s  w e r e  
c o d e d  w i t h  a n  a l p h a b e t i c a l  d e s i g n a t i o n .  T h e  m o s t  a n o d a l  a l l e l e  w a s  n a m e d  a s  ' a ' ,  
f o l l o w e d  b y  ' b ' ,  ' c ' ,  e t c . ,  i n  o r d e r  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  r e l a t i v e  m o b i l i t y .  I n  c a s e  o f  m u l t i p l e  
l o c i ,  t h e  l o c i  w e r e  n u m b e r e d  s e q u e n t i a l l y  f r o m  a n o d e  t o  c a t h o d e .  E n z y m e  n o m e n c l a t u r e  i s  
t a k e n  f r o m  t h e  I n t e r n a t i o n a l  U n i o n  o f  B i o c h e m i s t r y  ( A n o n .  1 9 7 8 ) ,  a n d  a s  s u g g e s t e d  b y  
R i c h a r d s o n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) .  T a b l e  4 . 1  p r e s e n t s  t h e  e n z y m e s  s e l e c t e d ,  t h e i r  E n z y m e  
C o m m i s s i o n  c l a s s i f i c a t i o n  n u m b e r s ,  a n d  t h e  b u f f e r s  u s e d  d u r i n g  e l e c t r o p h o r e s i s .  A s  t h e  
p u r p o s e  o f  t h e  w o r k  w a s  a n  i n t e r s p e c i f i c  s t u d y ,  f o r  e v e r y  s p e c i e s ,  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  
s a m p l e s  f r o m  d i f f e r e n t  l o c a l i t i e s  w e r e  l u m p e d  a n d  t h e  a l l e l i c  f r e q u e n c i e s  f o u n d  a t  e v e r y  
l o c u s  f r o m  e a c h  s p e c i e s  w e r e  c a l c u l a t e d .  
T h e  a p p r o p r i a t e  t r e a t m e n t  o f  a l l o z y m e  d a t a  i s  s t i l l  b e i n g  d i s c u s s e d ,  f o r  b o t h  t h e  
p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  a p p r o a c h e s  ( B u t h  1 9 8 4 ) .  T h e r e f o r e ,  i n  t h i s  s t u d y ,  b o t h  c l a d i s t i c  a n d  
p h e n e t i c  a n a l y s e s  w e r e  e m p l o y e d  f o r  c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s .  
4 . 3 . 6 . 1  P h e n e t i c  a n a l y s i s  
F o r  p h e n e t i c  a n a l y s i s ,  a l l e l i c  f r e q u e n c y  d a t a  w e r e  c o n v e r t e d  i n t o  a  m e a s u r e  o f  
g e n e t i c  d i s t a n c e  a m o n g  s p e c i e s .  T h e  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  ( i d e n t i t y )  b e t w e e n  H o l c a s p i s  
s p e c i e s  w a s  c o m p u t e d  f r o m  a l l e l i c  f r e q u e n c y  d a t a  u s i n g  N e i '  s  s i m i l a r i t y  i n d e x  ( I )  ( N e i  
1 9 7 8 ) .  N e i ' s  s i m i l a r i t y  i n d e x  e s t i m a t e s  t h e  p r o p o r t i o n  o f  g e n e s  t h a t  a r e  i d e n t i c a l  i n  
s t r u c t u r e  i n  t w o  p o p u l a t i o n s  a n d  r a n g e s  f r o m  0  t o  1 .  W h e n  I  =  0 ,  n o  a l l e l e s  a r e  i n  
c o m m o n ,  t h e  t w o  s p e c i e s  a r e  c o m p l e t e l y  g e n e t i c a l l y  d i f f e r e n t .  W h e n  I  =  1 ,  t h e  s a m e  
a l l e l e s  a r e  i n  t h e  s a m e  f r e q u e n c i e s  i n  b o t h  s p e c i e s ,  i . e . ,  t h e y  a r e  g e n e t i c a l l y  i d e n t i c a l .  
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N e i ' s  ( 1 9 7 2 )  i n d e x  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  ( D ) ,  w h i c h  e s t i m a t e s  t h e  n u m b e r  o f  a l l e l i c  
s u b s t i t u t i o n s  p e r  l o c u s  t h a t  h a v e  o c c u r r e d  i n  t h e  s e p a r a t e  e v o l u t i o n  o f  t w o  s p e c i e s ,  w a s  
a l s o  m e a s u r e d .  T h e  m e a n  v a l u e  o f  D  c a n  r a n g e  f r o m  z e r o ,  w h i c h  m e a n s  t h e r e  a r e  n o  
g e n e t i c  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t w o  s p e c i e s ,  t o  i n f i n i t y .  T h e  D  v a l u e  i s  e q u a l  t o  t h e  n e g a t i v e  
l o g a r i t h m  o f  I ,  ( D  =  - L n  I ) .  T h u s  a  l a r g e  v a l u e  f o r  I  c o r r e s p o n d s  t o  a  s m a l l  v a l u e  f o r  D  
a n d  v i c e  v e r s a .  
C l u s t e r  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  o n  t h e  g e n e t i c  d i s t a n c e  m a t r i x ,  u s i n g  t h e  u n w e i g h t e d  
p a i r  g r o u p  m e t h o d  w i t h  a r i t h m e t i c  a v e r a g e s  ( U P G M A ) .  T h i s  c l u s t e r  a n a l y s i s ,  p e r f o r m e d  
w i t h  t h e  S P S S  c o m p u t e r  p a c k a g e ,  g e n e r a t e d  a  p h e n o g r a m  b a s e d  o n  g e n e t i c  d i s t a n c e  
v a l u e s .  
4 . 3 . 6 . 2  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  
T h e  c l a d i s t i c  a p p r o a c h  a s s e s s e s  r e l a t i o n s h i p s  b a s e d  o n  t h e  p o s s e s s i o n  o f  
s y n a p o m o r p h i c  ( s h a r e d ,  e v o l u t i o n a r i l y  d e r i v e d )  c h a r a c t e r s ,  r a t h e r  t h a n  o n  o v e r a l l  
s i m i l a r i t y .  F o r  t h i s  a n a l y s i s ,  a l l e l i c  f r e q u e n c y  d a t a  w e r e  c o d e d  a s  c h a r a c t e r  s t a t e s .  B o t h  
a l l e l e s  a n d  l o c i  w e r e  t r e a t e d  a s  c h a r a c t e r s .  T h e  d a t a  w e r e  a n a l y z e d  i n  t w o  w a y s :  
1 )  T h e  i n d e p e n d e n t  a l l e l e  m o d e l  o f  M i c k e v i c h  a n d  M i t t e r  ( 1 9 8 1 )  w a s  e m p l o y e d .  T h e  
m o d e l  u s e s  a  c o d i n g  s c h e m e  i n  w h i c h  e a c h  a l l e l i c  e n t i t y  i s  r e c o g n i z e d  a s  a  s e p a r a t e  
c h a r a c t e r .  T w o  c h a r a c t e r  s t a t e s ,  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e ,  a r e  p o s s i b l e .  T h e  a l l e l e  w a s  
c o d e d  a s  ' p r e s e n t '  i f  i t s  f r e q u e n c y  w a s  0 . 0 5  o r  g r e a t e r ,  a n d  ' a b s e n t '  i f  i t s  f r e q u e n c y  
w a s  l e s s  t h a n  0 . 0 5 .  T h e  d a t a  m a t r i x  o f  c h a r a c t e r  s t a t e  ' p r e s e n c e / a b s e n c e '  w a s  
t r a n s f o r m e d  i n t o  t h e  b i n a r y  n u m b e r s  ' 1 / 0 ' .  
2 )  E a c h  l o c u s ,  w h i c h  i n c l u d e s  a  n u m b e r  o f  c o m b i n a t i o n s  o f  a l l e l e s ,  w a s  t r e a t e d  a s  
c h a r a c t e r  s t a t e .  T h e  m u l t i s t a t e  c o d i n g  o f  t h e  l o c u s ,  w h i c h  w a s  b a s e d  o n  t h e  e n t i r e  
a l l e l i c  a r r a y ,  w a s  a p p l i e d  a n d  a  c h i  s q u a r e  t e s t  w a s  u s e d  t o  t e s t  w h e t h e r  t h e  a l l e l e  
f r e q u e n c i e s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b e t w e e n  s p e c i e s .  T h i s  c o d i n g  w a s  
c o n s i d e r e d  a s  a  c o a r s e r  g r a i n e d  m a t r i x  ( B u t h  1 9 8 4 ) .  
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I n  t h i s  a n a l y s i s ,  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w e r e  i n f e r r e d  
u n d e r  t h e  p r i n c i p l e  o f  m a x i m u m  p a r s i m o n y  u s i n g  t h e  P A U P  p r o g r a m  ( S w o f f o r d  1 9 9 2 )  a n d  
M .  a n t a r c t i c u s  w a s  u s e d  a s  a n  o u t g r o u p .  T h e  d a t a  m a t r i c e s  f r o m  b o t h  a l l e l e  a n d  l o c u s  
c h a r a c t e r  s t a t e s  w e r e  t r e a t e d  a s  u n o r d e r e d  a n d  t h e  h e u r i s t i c  s e a r c h  o p t i o n  w a s  e m p l o y e d  t o  
f i n d  t h e  s h o r t e s t  p h y l o g e n e t i c  t r e e .  
4 . 4  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
4 . 4 . 1  S e l e c t i o n  o f  e n z y m e  s y s t e m s  f o r  a l l o z y m e  s t u d y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
T w e n t y  e n z y m e  s y s t e m s  w e r e  i n i t i a l l y  s c r e e n e d .  O f  t h e s e ,  s i x  e n z y m e s  ( a c o n i t a t e  
h y d r a t a s e ,  f u m a r a t e  h y d r a t a s e ,  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  g l u t a m a t e  
d e h y d r o g e n a s e ,  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  x a n t h i n e  d e h y d r o g e n a s e )  w e r e  r e j e c t e d  
b e c a u s e  t h e  b a n d i n g  p a t t e r n s  s h o w e d  p o o r  r e s o l u t i o n  a f t e r  s t a i n i n g .  B o t h  e s t e r a s e s  a n d  
g e n e r a l  p r o t e i n  g a v e  g o o d  e l e c t r o p h o r e t i c  r e s o l u t i o n  b u t  u n r e l i a b l e  i n t e r p r e t a t i o n .  T h i s  
w a s  b e c a u s e  t h e y  p r o d u c e d  t o o  m a n y  b a n d s .  T h e r e f o r e ,  t o  a v o i d  t h e  u n c e r t a i n t i e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  b a n d i n g  p a t t e r n ,  e s t e r a s e s  a n d  g e n e r a l  p r o t e i n  w e r e  
d i s c a r d e d .  T w o  o t h e r  e n z y m e  s y s t e m s  ( d i a p h o r a s e  a n d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e )  c o u l d  n o t  
b e  c o n s i s t e n t l y  s c o r e d  i n  a l l  s p e c i m e n s  a n d  w e r e  a l s o  r e j e c t e d .  T h e  a n a l y s i s  w a s  t h e r e f o r e  
l i m i t e d  t o  1 0  e n z y m e  s y s t e m s  t h a t  g a v e  c o n s i s t e n t  i n t e r p r e t a b l e  b a n d i n g  p a t t e r n s  a n d  a l s o  
p r o v i d e d  h i g h  e l e c t r o p h o r e t i c  r e s o l u t i o n ,  a s  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 1 .  T h i r t e e n  p r e s u m p t i v e  
l o c i ,  w i t h  a  t o t a l  4 2  a l l e l e s  w e r e  r e s o l v e d .  
4 . 4 . 2  G e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  
T a b l e  4 . 2  r e c o r d s  t h e  m e a n  n u m b e r  o f  a l l e l e s  p e r  l o c u s  ( A )  a n d  t h e  m e a n  p r o p o r t i o n  
o f  p o l y m o r p h i c  l o c i  p e r  s p e c i e s  ( P ) ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  o b s e r v e d  h e t e r o z y g o s i t y  ( H ) .  T h e  
m e a n  p r o p o r t i o n  o f  p o l y m o r p h i c  l o c i  p e r  s p e c i e s  i n  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w a s  0 . 3 4 9  ±  0 . 1 3 1 .  
T h i s  l e v e l  o f  p o l y m o r p h i s m  c o r r e s p o n d s  w e l l  w i t h  N e v o ' s  ( 1 9 7 8 )  r e v i e w  o f  g e n e t i c  
p o l y m o r p h i s m  i n  i n s e c t s .  H e  r e p o r t e d  t h a t  i n  i n s e c t s  ( e x c l u d i n g  D r o s o p h i l a )  t h e  m e a n  
p r o p o r t i o n  o f  p o l y m o r p h i s m  w a s  0 . 3 2 9  ±  0 . 2 0 3 .  H o w e v e r ,  L i e b h e r r  ( 1 9 8 6 )  r e p o r t e d  t h e  
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T a b l e  4 . 2  G e n e t i c  v a r i a b i l i t y  a t  1 3  p o l y m o r p h i c  l o c i  i n  1 3  s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s  
S p e c i e s  
M e a n  n u m b e r  o f  
M e a n  
O b s e r v e d  
a l l e l e s  p e r  l o c u s  ( A )  
p o l y m o r p h i s m s  
h e t e r o z y g o s i t y  
p e r  s p e c i e s  ( P )  
p e r  i n d i v i d u a l  
( H )  
H .  a n g u s t u l a  
1 . 2 3 0  0 . 1 5 3  
0 . 0 3 7  
H .  d e l a t o r  
1 . 1 5 3  0 . 1 5 4  
0 . 0 3 0  
H .  e g r e g i a l i s  
1 . 3 8 4  
0 . 3 8 5  
0 . 1 5 9  
H .  e l o n g e l l a  
1 . 3 0 7  0 . 3 0 7  
0 . 1 1 1  
H .  h u d s o n i  
1 . 5 3 8  0 . 5 3 8  0 . 1 5 8  
H .  i n t e r m i t t e n s  
1 . 3 0 7  0 . 3 0 8  
0 . 1 5 4  
H .  m o r d a x  
1 . 3 8 4  0 . 3 8 5  
0 . 1 1 2  
H .  m u c r o n a t a  
1 . 4 6 1  0 . 4 6 2  0 . 1 3 1  
H .  o e d i c n e m a  
1 . 3 8 4  0 . 3 8 5  0 . 2 0 7  
H .  o v a t e l l a  
1 . 5 3 8  0 . 5 3 8  
0 . 1 7 4  
H .  p u n c t i g e r a  
1 . 2 3 0  0 . 2 3 1  0 . 0 5 9  
H .  s u t e r i  
1 . 5 3 8  0 . 5 3 8  0 . 1 5 3  
H .  h i s p i d a  
1 . 2 3 0  0 . 2 3 1  0 . 0 9 1  
M e a n  ±  S . D .  1 . 3 7 8  ±  0 . 1 2 6  0 . 3 4 9  ±  0 . 1 3 1  0 . 1 1 9  ±  0 . 0 5 1  
---~--------------------. - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - -
m e a n  p r o p o r t i o n  o f  p o l y m o r p h i s m  i n  s e v e r a l  s p e c i e s  o f  A g o n u m  ( C a r a b i d a e )  w a s  0 . 4 6 -
0 . 6 0 .  
A s  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  4 . 2 ,  t h e  m e a n  o b s e r v e d  h e t e r o z y g o s i t y  i n  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
w a s  0 . 1 1 9  ±  0 . 0 5 1 .  N e v o  ( 1 9 7 8 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  l e v e l  o f  h e t e r o z y g o s i t y  i n  i n s e c t s  
a v e r a g e d  0 . 0 7 4  ±  0 . 0 8 .  H o l c a s p i s  d e l a t o r  a n d  H .  a n g u s t u l a  s h o w e d  t h e  l o w e s t  d e g r e e  o f  
p o l y m o r p h i s m  ( 0 . 1 5 4  a n d  0 . 1 5 3 ,  r e s p e c t i v e l y )  a n d  l o w e s t  a v e r a g e  o b s e r v e d  h e t e r o z y g o s i t y  
( 0 . 0 3 0  a n d  0 . 0 3 7 ,  r e s p e c t i v e l y ) ;  H .  o e d i c n e m a  h a d  t h e  h i g h e s t  o b s e r v e d  h e t e r o z y g o s i t y  o f  
0 . 2 0 7 .  L i e b h e r r  ( 1 9 8 6 )  r e p o r t e d  t h e  l e v e l s  o f  h e t e r o z y g o s i t y  i n  s e v e r a l  A g o n u m  s p e c i e s .  
T h e s e  v a r i e d  f r o m  A g o n u m  e x t e n s i c o l l e  ( S a y )  w i t h  a n  o b s e r v e d  h e t e r o z y g o s i t y  o f  0 . 1 1 4 -
0 . 2 1 8  t o  A .  d e c o r u m  ( S a y )  w h o s e  h e t e r o z y g o s i t y  r a n g e d  f r o m  0 . 2 1 8  t o  0 . 2 7 8 .  U n l i k e  t h e  
H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  t h e s e  t w o  A g o n u m  s p e c i e s  a r e  w i d e s p r e a d  f l i g h t e d  s p e c i e s ,  t h e r e f o r e  
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m i g r a t i o n  a m o n g  p o p u l a t i o n s  a n d  e x c h a n g i n g  g e n e  f l o w - v a r i a t i o n  c a n  p r o d u c e  t h e  h i g h  
g e n e t i c  v a r i a t i o n .  A v i s e  a n d  S e l a n d e r  ( 1 9 7 2 )  r e p o r t e d  h e t e r o z y g o s i t y  o f  0 . 2 1 8  i n  t w o  
p o p U l a t i o n s  o f  t h e  c a r a b i d  R h a d i n e  s u b t e r r a n e a  ( V a n  D y k e ) .  B o t h  A g o n u m  a n d  R h a d i n e  
b e l o n g  t o  t h e  t r i b e  P l a t y n i n i ,  a  p o s s i b l e  s i s t e r  g r o u p  t o  t h e  P t e r o s t i c h i n i .  F r o m  t h i s  i t  c a n  
b e  s e e n  t h a t  t h e  a v e r a g e  l e v e l  o f  p o l y m o r p h i s m  a n d  h e t e r o z y g o s i t y  i n  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
c o r r e s p o n d e d  w e l l  w i t h  t h a t  r e p o r t e d  f r o m  i n s e c t s  i n  g e n e r a l  b u t  w a s  r e l a t i v e l y  l o w ,  e x c e p t  
f o r  H .  o e d i c n e m a  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  o t h e r  C a r a b i d a e  w h e r e  t h e s e  p a r a m e t e r s  h a v e  b e e n  
m e a s u r e d .  
T h e  l o w  l e v e l  o f  h e t e r o z y g o s i t y  r e p o r t e d  i n  t h i s  s t u d y  m a y  b e  p a r t i a l l y  d u e  t o  t h e  
l i m i t e d  n u m b e r  o f  l o c i  i n v e s t i g a t e d  a n d  t h e  r e l a t i v e l y  n a r r o w  r a n g e  o f  s a m p l e  s i t e s .  
A l m o s t  a l l  s p e c i e s  e x a m i n e d  c a m e  f r o m  s i n g l e  p o p u l a t i o n  s a m p l e s .  I n  t h e  c a s e  o f  
m u l t i p l e  s a m p l e s .  m o s t  s i t e s  w e r e  n o t  f a r  a w a y  f r o m  e a c h  o t h e r .  T h e r e f o r e  t h e s e  
p o p u l a t i o n s  t e n d e d  t o  b e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  s p e c i f i c  l o c a l i t i e s .  M o r e o v e r .  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
a r e  f l i g h t l e s s .  T h e r e f o r e  t h e y  n a t u r a l l y  w o u l d  h a v e  r e l a t i v e l y  n a r r o w  g e o g r a p h i c  l i m i t s .  
N e v o  ( 1 9 7 8 )  s t a t e d  t h a t  s p e c i e s  t h a t  o c c u r r e d  i n  b r o a d  n i c h e s  o r  w e r e  h a b i t a t  g e n e r a l i s t  
s p e c i e s ,  t e n d e d  t o  s h o w  r e l a t i v e l y  h i g h  h e t e r o z y g o s i t y  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  n e a r l y  
h o m o z y g o u s  p a t t e r n s  e x p e c t e d  i n  n a r r o w - n i c h e  o r  h a b i t a t  s p e c i a l i s t  s p e c i e s .  T h e  r e s u l t s  
a l s o  s h o w e d  t h a t  H .  o e d i c n e m a  h a s  h i g h  h e t e r o z y g o s i t y  o f  0 . 2 0 7  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  
o t h e r  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  T h i s  s p e c i e s  w a s  r e p r e s e n t e d  b y  t h r e e  p o p U l a t i o n s ,  t w o  o f  t h e s e  
w e r e  g e o g r a p h i c a l l y  c l o s e  t o  e a c h  o t h e r  i n  t h e  s o u t h  o f  N o r t h  I s l a n d ,  n e a r  L e v i n .  T h e  
o t h e r  p o p u l a t i o n  c a m e  f r o m  t h e  n o r t h  o f  S o u t h  I s l a n d ,  n e a r  N e l s o n .  T h e s e  t w o  l o c a l i t i e s  
a r e  i s o l a t e d  f r o m  o n e  o t h e r ,  a n d  t h e  p o p u l a t i o n s  m a y  h a v e  g r a d u a l l y  b e c o m e  g e n e t i c a l l y  
d i f f e r e n t i a t e d .  H o w e v e r ,  i t  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  a  s u f f i c i e n t  c o n d i t i o n  f o r  s p e c i e s  
d i f f e r e n t i a t i o n .  V a r i o u s  g e n e t i c  r a c e s  c a n  o c c u r  i n  s o m e  s p e c i e s  ( A y a l a ,  1 9 7 5 ) .  S i m i l a r  t o  
i t s  h i g h  h e t e r o z y g o s i t y ,  H .  o e d i c n e m a  s h o w e d  t h e  m o s t  m o r p h o l o g i c a l  d i v e r s i t y  a m o n g  a l l  
H o l c a s p i s  s p e c i e s .  T h i s  m o r p h o l o g i c a l  d i v e r s i t y  w a s  a l s o  c o m m e n t e d  o n  b y  B u t c h e r  
( 1 9 8 4 ) .  T h e  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  o f  e a c h  s p e c i e s  f o u n d  a t  e v e r y  l o c u s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  4 . 3  
a n d  t h e  d e g r e e  o f  g e n e t i c  d i f f e r e n t i a t i o n  a m o n g  t h e  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  a s  m e a s u r e d  b y  
N e i ' s  i n d i c e s  o f  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  ( I )  a n d  g e n e t i c  d i s t a n c e  ( D ) ,  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 4 .  
T h e  a v e r a g e  g e n e t i c  d i f f e r e n t i a t i o n  a m o n g  a l l  s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s  i s  0 . 3 8 2  ±  0 . 1 4 2  a n d  
1 . 0 5 5  ±  0 . 1 4 3  f o r  I  a n d  D  r e s p e c t i v e l y .  H o l c a s p i s  m o r d a x  a n d  H .  p u n c t i g e r a  w e r e  
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r e m o t e l y  r e l a t e d  t o  t h e  o t h e r  1 1  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w i t h  a n  a v e r a g e  g e n e t i c  d i s t a n c e  o f  
1 . 2 9 4  ±  0 . 2 9 8  a n d  1 . 5 9 9  ±  0 . 5 2 7  r e s p e c t i v e l y .  T h e  l o w  l e v e l  o f  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  a n d  
h i g h  l e v e l  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  a m o n g  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  i s  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e  f a c t  t h a t  
a n y  p o p u l a t i o n s  t h a t  b e l o n g  t o  s e p a r a t e  s p e c i e s  h a v e  g e n e r a l l y  b e e n  s h o w n  t o  b e  
g e n e t i c a l l y  m o r e  d i f f e r e n t  t h a n  c o n g e n e r i c  p o p u l a t i o n s  ( F e r g u s o n  1 9 8 8 ) .  H s i o a  ( 1 9 8 9 )  
n o t e d  t h a t  t h e  g e n e t i c  d i s t a n c e ,  w h i c h  m e a s u r e s  g e n e t i c  d i s s i m i l a r i t y ,  i s  u s u a l l y  r e l a t i v e l y  
l a r g e  b e t w e e n  s p e c i e s  o f  C o l e o p t e r a .  I t  m a y  b e  i n f e r r e d  t h a t  t h e r e  i s  m u c h  m o r e  g e n e t i c  
d i f f e r e n t i a t i o n  i n  C o l e o p t e r a  a b o v e  t h e  s p e c i e s  l e v e l  t h a n  a t  t h e  i n t r a s p e c i f i c  l e v e l .  
4 . 4 . 3  P h e n e t i c  a n a l y s i s  
T h e  p h e n e t i c  a s s o c i a t i o n  o f  a l l  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  b y  U P G M A  c l u s t e r i n g  a n a l y s i s  
o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  d a t a  f r o m  T a b l e  4 . 4  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 2 .  H o l c a s p i s  m o r d a x  a n d  
H .  p u n c t i g e r a  w e r e  c l u s t e r e d  t o g e t h e r  a n d  d i v e r g e n t  f r o m  t h e  r e s t  o f  t h e  g r o u p .  N e x t  t o  
H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x ,  w e r e  t w o  s i s t e r  g r o u p s .  O n e  w a s  H .  o e d i c n e m a  a n d  H .  
d e l a t o r  c l u s t e r  t o g e t h e r ,  f o l l o w e d  b y  H .  h u d s o n i ,  H .  m u c r o n a t a  a n d  H .  o v a t e l l a .  T h e  o t h e r  
i n c l u d e d  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a n d  w a s  i t s e l f  s p l i t  i n t o  t w o  g r o u p s .  
H o l c a s p i s  a n g u s t u l a  c l u s t e r e d  w i t h  t h e  t w o  s p e c i e s  H .  e g r e g i a l i s  a n d  H .  e l o n g e l l a .  T h e n  
H .  i n t e r m i t t e n s  a n d  H .  h i s p i d a  w e r e  g r o u p e d  t o g e t h e r ,  f o l l o w e d  b y  H .  s u t e r i .  T h e s e  
r e s u l t s  c a n  b e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s .  
4 . 4 . 4  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  
C l a d o g r a m s  u s i n g  a l l e l e s  a s  i n d e p e n d e n t  c h a r a c t e r s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f r o m  t h e  d a t a  
m a t r i x  o f  a l l e l e  c h a r a c t e r  s t a t e s  ( T a b l e  4 . 5 )  u s i n g  t h e  m a x i m u m  p a r s i m o n y  m e t h o d .  T w o  
e q u a l l y  p a r s i m o n i o u s  t r e e s ,  w h i c h  w e r e  r o o t e d  u s i n g  M .  a n t a r c t i c u s  a s  a n  o u t g r o u p ,  w e r e  
o b t a i n e d  b y  t h e  P A U P  a n a l y s i s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 3 .  W h e n  l o c i  w e r e  c o d e d  a s  
c h a r a c t e r s ,  a  s i n g l e  m o s t  p a r s i m o n i o u s  t r e e  w a s  g e n e r a t e d  ( F i g u r e  4 . 4 )  f r o m  t h e  d a t a  
m a t r i x  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 6 .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  a  s i n g l e  m o s t  p a r s i m o n i o u s  t r e e  i n  t h i s  
s t u d y ,  u s i n g  l o c i  a s  c h a r a c t e r s ,  w o u l d  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  b e s t  f i t  c l a d o g r a m  t o  e s t i m a t e  t h e  























Allele frequencies of Hoica.'lpi.'l species at 13 presumptive loci in each species. Species sharing the same letter at a locus 
displayed alleles with the same electrophoretic mobility. (Species (I )=Megadromlls antarcticlls, (2)=lIolcaspi.'i oeciknema, 
(3)=/1. 11IIdsolli, (4)=11. pUllctigera, (5)=11. egregiolis, (6)=11. mordax, (7)=11. 11l11cro11ata, (8)=H. ol'atel1a, 
(9)= II. .mteri, (1O)=1l. e/ollgella, (II )=11. allg11.'lIll/11, (I2)=H. illtermittells, (I3)=H. !zispida and (14 )=H. delator) 
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 
10 32 13 8 10 18 18 22 14 8 5 20 8 10 
I 3 2 3 4 I 2 
1.0 1.0 1.0 1.0 0.857 0.583 1.0 
0.90 0.143 1.0 1.0 0.417 1.0 
1.0 1.0 0.10 1.0 
1.0 1.0 O.8:B 1.0 0.928 0.143 0.667 1.0 
0.050 0.063 1.0 0.143 0.172 1.0 0.333 1.0 
0.950 0.937 1.0 0.857 
1.0 0.286 0.857 0.143 
0.143 1.0 0.857 1.0 1.0 0.80 
0.714 0.944 0.RR8 0.714 0.20 
0.IR6 1.0 1.0 1.0 0.056 (l.Ill 
0.92R 0.231 0.750 O.RRR 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
0.072 0.769 1.0 0.250 1.0 0.111 1.0 1.0 
0.30 1.0 1.0 1.0 
0.70 0.909 0.625 1.0 0.214 1.0 1.0 1.0 
1.0 1.0 1.0 0.091 0.375 0.7R6 
0.6(;0 0.312 0.90 1.0 
1.0 0.75 (U40 1.0 0.125 O.(;RR (>.I 0 0-
-.J 
Sprcies (I) (2) (.') (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (II) (12) (13) (14) 
n 10 .n U 8 10 18 18 22 14 8 5 20 8 10 
I'o"utation I .3 2 I .3 4 I I I I I I 2 
Enzyme 
(e) 0.25 1.0 1.0 1.0 
(d) 1.0 1.0 0.875 1.0 
LAPI (a) 0.071 
(h) 0.950 0.125 0.071 0.75 0.30 0.929 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9211 
(e) 0.050 0.1175 0.929 1.0 0.25 1.0 0.70 1.0 0.072 
LAP2 (a) 0.5 0.1175 1.0 0.25 
(h) 0.5 0.125 1.0 0.857 0.75 0.875 0.625 
(e) 1.0 1.0 1.0 0.143 0.125 1.0 1.0 (1.375 1.0 
PGM (a) 0.733 1.0 0.960 1.0 
(h) 0.733 0.267 0.960 0.040 0.791 0.7115 
(e) 0.046 1.0 0.810 0.777 1.0 1.0 0.1112 
(d) 0.267 0.200 0.209 0.223 0.225 0.188 
!'GO (a) 0.90 1.0 0.75 1.0 0.110 
(h) 1.0 1.0 0.10 0.25 0.714 1.0 0.20 1.0 1.0 1.0 1.0 
(e) 1.0 0.286 
IlKI (a) 0.330 1.0 0.890 1.0 0.777 1.0 
(h) 0.670 0.110 1.0 0.223 \.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 \.0 
HK2 (3) 0.75 0.937 0.75 0.90 1.0 
(h) 0.880 0.593 0.750 0.916 0.25 \.0 
(e) 0.407 1.0 1.0 0.25 0.063 0.10 
(d) 0.120 1.0 0.250 1.0 0.0114 
0-. 
00 
Sp~ci~~ (I) (2) (.1) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) 11.1) (14) 
n 10 32 U 8 10 II! II! 22 14 8 5 20 8 10 
Population I 3 2 1 1 3 4 1 I 1 1 I 2 
Enzyme 
i\K (a) 0.11111 0.916 
(h) 0.~09 1.0 0.9211 
(e) 0.491 0.1112 1.0 1.0 0.084 1.0 1.0 (1.072 1.0 
(d) 1.0 1.0 1.0 1.0 
Table 4.4 Matrix comparison of Nei's genetic similarity coefficients (I) (below the diagonal) and genetic distance coefficients 
(D) (above the diagonal) among Holcaspis species. 
Sp~cic.~ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II J2 U 
I. fl. oed;cI/ema 0.~78 I.:no 0.970 O.II~O 0.800 1.032 0.7~2 1.604 0.1123 1.035 0.983 0.418 
2. fl. III/(I.wm; 0.561 1.090 1.030 0.693 0.699 0.816 1.203 1.683 2.145 1.937 1.903 0.951 
3. fl. 1'1/I1('1;~('/'(/ 0.267 0.336 1.555 0.636 2.282 0.980 2.375 1.456 1.469 1.698 1.857 1.676 
4. II. ,'greg;aIiJ 0.379 0.400 0.211 1.487 0.553 1.579 1.241 0.409 0.610 1.007 0.983 0.631 
~. fl. more/err 0.427 0.500 0.529 0.226 0.954 1.456 1.350 0.944 0.975 1.715 1.328 1.532 
6. fl. mllC'l'ol/ala 0.449 0.497 0.102 0.575 0.3115 1.005 0.80~ 0.1184 0.911 0.1111 0.853 0.603 
7. II. ol'(//ell" 0.356 0.442 0.375 0.206 0.233 0.36(, 0.(,05 1.234 1.145 0.757 1.431 0.693 
II. II. Jlller; 0.471 0.300 0.093 0.2119 02~9 0.447 0.54(, 0.761 0.1127 0.497 0.441 1.052 
9. fl. e/oll~ella 0.201 0.111(, 0.2:n 0.6M 0.389 0.413 0.291 0.4(,7 0.(,08 0.913 0.605 0.906 
10. H. {//'~'ISIII'a 0.443 0.1111 0.230 0.543 0.377 0.402 0.318 0.437 0.544 0.634 0.1155 0.789 
II. fl. ;IIle,.,,,;lIem 0.355 (1.144 0.1113 0.3(,5 0.170 0.444 0.4(,9 0.(,011 0.401 0.530 0.415 0.594 
12. fl. 1ri.~1,;d(/ 0.259 0.149 0.1~6 0.374 0.26~ 0.42(, 0.239 0.M3 0.54(, 0.425 0.660 1.313 
13. H. de/aIm' 0.658 0.386 0.187 0.532 0.216 0.547 0.500 0.408 0.404 0.454 0.552 0.269 
0\ 
\0 
Figure 4.2 Phenogram of genetic relationships of Holcaspis species derived from Nei's 
coefficient of genetic distance (D) clustered using the unweighted pair group 
method with arithmetic average (UPGMA). 
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g e n e r a t e d  b y  u s i n g  l o c i  a s  c h a r a c t e r s  w a s  s o m e w h a t  s i m i l a r  t o  t h e  t o p o l o g i c a l  t r e e  u s i n g  
t h e  p h e n e t i c  a n a l y s i s  ( F i g u r e s  4 . 2 ) .  T h i s  r e s u l t  s u p p o r t e d  t h e  c o m m e n t  o f  B u t h  ( 1 9 8 4 )  a n d  
M u r p h y  ( 1 9 9 3 )  t h a t  u s i n g  l o c i  r a t h e r  t h a n  a l l e l e s  a s  c h a r a c t e r s  w a s  b e t t e r  f o r  e s t i m a t i n g  
p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  p h e n e t i c  a n a l y s i s  a n d  c l a d i s t i c  a n a l y s i s ,  
u s i n g  b o t h  a l l e l e  a n d  l o c i  a s  c h a r a c t e r s ,  s h o w e d  h i g h l y  c o n g r u e n t  o f  g r o u p i n g  H .  
e g r e g i a l i s ,  H .  e l o n g e l l a ,  a n d  H .  a n g u s t u l a .  T h e  r e s u l t s  a l s o  s h o w e d  t h a t  H .  p u n c t i g e r a  i s  
t h e  m o s t  d i s t a n c e  s p e c i e s ,  w h i c h  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  h i g h e s t  a v e r a g e  g e n e t i c  d i s t a n c e  ( D =  
1 . 5 9 8  ±  0 . 5 2 7 )  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  o t h e r  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  
p h e n e t i c  a n a l y s i s ,  t h e  c l a d o g r a m  u s i n g  l o c i  a s  c h a r a c t e r s  s h o w e d  t h a t  H .  o e d i c n e m a  a n d  H .  
d e l a t o r  w e r e  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s .  O v e r a l l ,  b o t h  t h e  c l a d o g r a m  u s i n g  l o c i  a s  c h a r a c t e r s  
a n d  t h e  p h e n o g r a m  u s i n g  g e n e t i c  d i s t a n c e  d a t a  g a v e  a  m o r e  o r  l e s s  c o n g r u e n t  p a t t e r n .  
4 . 4 . 5  S y s t e m a t i c s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  b a s e d  o n  a l l o z y m e  d a t a  c o m p a r e d  w i t h  
p r e v i o u s  s t u d i e s  
T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  a l l o z y m e  d a t a  s h o w e d  s o m e  c l a d e s  t h a t  s t r o n g l y  s u p p o r t e d  
B u t c h e r ' s  ( 1 9 8 4 )  c o n c l u s i o n s  b a s e d  o n  m o r p h o l o g y .  C l a d i s t i c  a n d  p h e n e t i c  a n a l y s i s  
r e v e a l e d  t w o  s p e c i e s ,  H .  m o r d a x  a n d  H .  p u n c t i g e r a ,  t h a t  w e r e  a l l o z y m i c a l l y  t h e  m o s t  
d i v e r g e n t  t a x a  a n d  t h e s e  a t  l e a s t  c l u s t e r e d  t o g e t h e r  i n  t h e  p h e n o g r a m  s i m i l a r  t o  t h e  r e s u l t  
o f  B u t c h e r ' s  w o r k .  B o t h  t h e  p h e n o g r a m  a n d  c I a d o g r a m  b a s e d  o n  l o c i  a s  c h a r a c t e r s  
s h o w e d  c o n g r u e n c e ,  g r o u p i n g  H .  o e d i c n e m a ,  H .  d e l a t o r  a n d  H .  m u c r o n a t a  t o g e t h e r  s i m i l a r  
t o  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) ,  w h o  g r o u p e d  t h e s e  t h r e e  s p e c i e s  i n t o  t h e  o e d i c n e m a  g r o u p .  I n  c o n t r a s t  
t o  B u t c h e r ' s  w o r k ,  t h i s  a n a l y s i s  d i s c a r d e d  H .  h i s p i d a  f r o m  t h e  o e d i c n e m a  g r o u p .  
C o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  c o n v e n t i o n a l  c l a s s i f i c a t i o n ,  t h e  a l l o z y m e  d a t a  a l s o  c o n f i r m e d  t h a t  H .  
a n g u s t u l a ,  H .  e g r e g i a l i s  a n d  H .  e l o n g e l l a  w e r e  r e l a t i v e l y  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r .  
U n f o r t u n a t e l y ,  o t h e r  s p e c i e s  o f  t h e  a n g u s t u l a  s p e c i e s  g r o u p  i d e n t i f i e d  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 )  
w e r e  n o t  a v a i l a b l e  f o r  s t u d y  a s  l i v e  s p e c i m e n s .  
T a b l e  4 . 5  P r e s e n c e / a b s e n c e  d a t a  m a t r i x  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f o r  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  
c o d e d  b y  u s i n g  4 2  a l l e l e s  a s  c h a r a c t e r s .  ( A l l e l e  f r e q u e n c i e s  t h a t  o c c u r r e d  a t  
r a t e s  l e s s  t h a n  0 . 0 5  a r e  t r e a t e d  a s  a b s e n c e s . )  
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2  
0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1  
0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0  
1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0  
0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0  
0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1  
0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0  
1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0  
1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0  
0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1  
1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0  
1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0  
1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0  
0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1  
1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0  
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Figure 4.3 Two c1adograms of 13 Holcaspis species using 42 independent alleles as 
characters with Megadromus antarcticus as the outgroup. 
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T a b l e  4 . 6  D a t a  m a t r i x  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f o r  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  c o d e d  b y  u s i n g  1 3  
l o c i  a s  c h a r a c t e r s .  
S p e c i e s  L o c u s  C h a r a c t e r  
1  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3  
M .  a n t a r t i c u s  
2 2 2 0 1 3 0 2 1 1 1 1 4  
H .  a n g u s t u l a  
1 2 1 0 0 0 0 2 2 1 0 0 3  
H .  d e l a t o r  
0 0 1  1 0 3  1 2 0  1  1  1  3  
H .  e g r e g i a l i s  
1 1 3 1 0 0 0 2 2 0 1 1 3  
H .  e l o n g e l l a  
1 1 1 0 0 0 0 2 2 0 1 1 4  
H .  h i s p i d a  
1 1 1 0 2 2 1 1 2 1 1 0 2  
H .  h u d s o n i  
0 0 3 1 1 1 1 0 0 0 0 3 0  
H .  i n t e r m i t t e n s  0 0 1 0 2 2 0 2 1 1 1 2 3  
H .  m o r d a x  2 2 2 1 0 1 1 1 0 0 0 2 4  
H .  m u c r o n a t a  0 0 2 1 0 2 1 1 2 0 1 0 3  
H .  o e d i c n e m a  0 0 0 1 0 1 1 2 0 1 0 1 2  
H .  o v a t e l l a  0 0 0 0 1 3 0 0 1 1 1 3 0  
H .  p u n c t i g e r a  
2 2 3 0 1  3  1  0  1  2 0 . 2 4  
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Figure 4.4 A cladogram of 13 Holcaspis species using 13 loci as characters with 
Megadromus antarcticus as the outgroup. 
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4 . 5  S u m m a r y  
T h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  1 3  s p e c i e s  o f  t h e  c a r a b i d  b e e t l e  g e n u s  H o l c a s p i s  
w e r e  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e .  A  p h e n o g r a m  a n d  
c l a d o g r a m s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f r o m  a  t o t a l  o f  4 2  v a r i a b l e  e n z y m e  p r o d u c t s  ( a l l e l e s )  o f  1 3  
g e n e  l o c i  f r o m  1 0  e n z y m e  s y s t e m s .  T h e  p h e n o g r a m  w a s  g e n e r a t e d  b y  U P G M A  c l u s t e r i n g  
u s i n g  a  g e n e t i c  d i s t a n c e  m a t r i x .  C l a d o g r a m s  w e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  b o t h  i n d e p e n d e n t  
a l l e l e  a n d  l o c i  a s  c h a r a c t e r s .  T h e  c l a d o g r a m  f r o m  t h e  l o c u s  d a t a  w a s  h i g h l y  c o n g r u e n t  
w i t h  t h e  p h e n o g r a m .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x  w e r e  m o r e  
g e n e t i c a l l y  d i v e r g e n t  t h a n  t h e  o t h e r  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  S o m e  o f  t h e  c l a d e s  g e n e r a t e d  b y  
t h e  t w o  a p p r o a c h e s  w e r e  c o n g r u e n t  w i t h  t h e  p r e v i o u s  c l a s s i f i c a t i o n  o f  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 )  a n d  
t h e  r e s u l t s  s h o w e d  s t r o n g  c o n g r u e n c e  w i t h  t h e  r e s u l t s  f r o m  R A P D  ( C h a p t e r  5 ) .  A n  
a t t e m p t  w a s  a l s o  m a d e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t r a s p e c i f i c  a l l o z y m e  v a r i a t i o n .  H o l c a s p i s  
o e d i c n e m a  r e v e a l e d  a  m a r k e d  d e g r e e  o f  h e t e r o z y g o s i t y  c o m p a r e d  w i t h  t h e  o t h e r  s p e c i e s .  
H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  f o r  t h i s  s p e c i e s  a n d  a l l  o f  t h e  o t h e r s  r e m a i n  i n c o n c l u s i v e  d u e  t o  t h e  
r e l a t i v e l y  n a r r o w  r a n g e  o f  s a m p l e  s i t e s  a v a i l a b l e .  
C H A P T E R  5  
S y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
i n f e r r e d  f r o m  t h e  R A P D - P C R  m e t h o d  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n  
W i t h  t h e  r e c e n t  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  a n d  s u b s e q u e n t  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  r a n d o m  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
( R A P D - P C R ) ,  t h e  o p p o r t u n i t y  h a s  a r i s e n  t o  e x p l o r e  a n d  a d d r e s s  q u e s t i o n s  i n  m a n y  
d i f f e r e n t  a r e a s  o f  s t u d y ,  i n c l u d i n g  i n s e c t  s y s t e m a t i c s .  
T h i s  c h a p t e r  i n c l u d e s  a  b r i e f  d i s c u s s i o n  o f  t h e  h i s t o r i c a l  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  P C R  
a n d  R A P D - P C R ,  a n d  a l s o  o f  t h e  p r i n c i p l e s  a n d  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  R A P D - P C R .  H o w e v e r ,  
t h e  c h a p t e r  f o c u s e s  o n  a n  e x p l o r a t i o n  o f  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  R A P D - P C R  t o  s y s t e m a t i c  
s t u d i e s  o f  t h e  c a r a b i d  g e n u s  H o i c a s p i s .  
5 . 2  L i t e r a t u r e  r e v i e w  
5 . 2 . 1  H i s t o r y  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
T h e  P C R  i s  a n  i n  v i t r o  m e t h o d  o f  a m p l i f i c a t i o n ,  o r  p r o d u c i n g  a  l a r g e  n u m b e r s  o f  
c o p i e s ,  o f  D N A  f r a g m e n t s  u s i n g  e n z y m a t i c  s y n t h e s i s  a n d  a  c e r t a i n  a m o u n t  o f  
o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s  ( S a i k i  e t  a i .  1 9 8 5 ;  W h i t e  e t  a l .  1 9 8 9 ;  E l e l e s  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  T h e  
P C R  t e c h n i q u e  w a s  o r i g i n a l l y  d i s c o v e r e d  b y  S a i k i  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  a n d  u s e d  a s  a  d i a g n o s t i c  
m e d i c a l  g e n e t i c  t e s t  f o r  s i c k l e  c e l l  a n a e m i a .  T h e  c l a s s i c a l  P C R  t e c h n i q u e  o f  S a i k i  a n d  h i s  
t e a m  w a s  s u b s e q u e n t l y  m o d i f i e d  b y  W i l l i a m s  e t  a i .  ( 1 9 9 0 ) .  T h e y  p r o p o s e d  a  n e w  P C R  
a m p l i f i e d  D N A  t e c h n i q u e  t o  d e t e c t  D N A  p o l y m o r p h i s m  w h i c h  i s  t h e  s o  c a l l e d  ' r a n d o m  
a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A '  ( R A P D ) .  T h e y  s h o w e d  t h a t  R A P D  b a s e d  o n  t h e  p o l y m e r a s e  
c h a i n  r e a c t i o n  t e c h n i q u e  ( R A P D - P C R )  w a s  a b l e  t o  e x p o s e  p o l y m o r p h  i s m s  i n  t h e  g e n o m e s  
o f  a  w i d e  v a r i e t y  o f  d i f f e r e n t  s p e c i e s .  
U n l i k e  t h e  c l a s s i c a l  P C R  t e c h n i q u e  o f  S a i k i  e t  a i .  ( 1 9 8 5 ) ,  w h i c h  u s e s  a  s p e c i f i c  
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p r i m e r  ( u s u a l l y  a r o u n d  2 0 - 2 5  n u c l e o t i d e s  l o n g ) ,  t o  a m p l i f y  g e n o m i c  D N A  i n  t h e  r e a c t i o n ,  
t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  u s e s  f r a g m e n t s  o f  g e n o m i c  D N A  o f  v a r i o u s  s i z e s  t h a t  a r e  
r a n d o m l y  a m p l i f i e d  u s i n g  a n  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  o f  s i n g l e - s t r a n d e d  D N A ,  w i t h  1 0  b a s e  
p a i r s  o f  a r b i t r a r y  s e q u e n c e  a n d  a  t h e r m o s t a b l e  e n z y m a t i c  D N A  p o l y m e r a s e  ( W i l l i a m s  e t  
a l .  1 9 9 0 ) .  
5 . 2 . 2  T h e  p r i n c i p l e  o f  t h e  R A P D - P C R  m e t h o d  
A p a r t  f r o m  u s i n g  l o w  t e m p e r a t u r e s  f o r  t h e  a n n e a l i n g  s t e p  i n  t h e  R A P D - P C R  
t e c h n i q u e ,  b a s i c a l l y ,  R A P D - P C R  a n d  c l a s s i c a l  P C R  m e t h o d s  h a v e  t h e  s a m e  p r i n c i p a l  
p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t h e  r e a c t i o n .  T h e  a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n  c o m p r i s e s  t h r e e  b a s i c  s t e p s :  
D N A  t e m p l a t e  d e n a t u r a t i o n ,  p r i m e r  a n n e a l i n g ,  a n d  n e w  D N A  s t r a n d e d  e x t e n s i o n .  T h e  
f i r s t  s t e p  b e g i n s  w i t h  a  h i g h  t e m p e r a t u r e ,  a p p r o x i m a t e l y  9 2 - 9 4 ° C ,  f o r  a  s p e c i f i c  l e n g t h  o f  
t i m e .  T h e  d o u b l e  s t r a n d e d  t e m p l a t e  D N A  i s  t h e n  d i s s o c i a t e d .  O n c e  t h e  t e m p l a t e  D N A  
h a s  b e e n  d e n a t u r e d ,  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  d r o p p e d  r a p i d l y  t o  a r o u n d  3 6 - 3 7 ° C .  T h i s  a l l o w s  
t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  t o  a n n e a l  t o  i t s  c o m p l e m e n t a r y  s e q u e n c e  i n  t h e  t e m p l a t e  D N A .  
T h e  l a s t  s t e p  i s  e x t e n s i o n .  I n  t h i s  s t e p ,  n e w  D N A  s t r a n d s  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  s i n g l e  
s t r a n d e d  t e m p l a t e  D N A  a r e  s y n t h e s i s e d  s t a r t i n g  f r o m  t h e  b o u n d  p r i m e r s .  A f t e r  t h e  
a n n e a l i n g  s t e p ,  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  r a i s e d  t o  7 2 - 7 4  d c .  A t  t h i s  t e m p e r a t u r e ,  t h e  t h e r m o s t a b l e  
e n z y m e  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  f u n c t i o n s  a t  m a x i m u m  e f f i c i e n c y  a n d  a s s i s t s  e x t e n s i o n  o f  
t h e  c o m p l e m e n t a r y  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o n  t h e  t e m p l a t e  D N A  f r o m  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  
p r i m e r  s e q u e n c e ,  w h i c h  i s  a n n e a l e d  t o  t h e  t e m p l a t e  D N A  ( F i g u r e  5 . 1 ) .  T h e s e  t h r e e  s t e p s  
a r e  t h e n  r e p e a t e d  c y c l i c a l l y .  T h e  n e w l y  s y n t h e s i s e d  D N A  s t r a n d s  a r e  a l s o  a v a i l a b l e  a s  
n e w  t e m p l a t e s  f o r  f u r t h e r  r o u n d s  o f  D N A  s y n t h e s i s  i n  t h e  f o l l o w i n g  c y c l e s  o f  t h e  r e a c t i o n .  
T h e  D N A  i s  t h e r e f o r e  a m p l i f i e d  e x p o n e n t i a l l y .  T h e o r e t i c a l l y ,  t h e  n u m b e r  o f  a m p l i f i e d  
D N A  f r a g m e n t s  t h a t  a r e  g e n e r a t e d  b y  t h e  R A P D - P C R  m e t h o d  d e p e n d s  u p o n  t h e  
p r o b a b i l i t y  t h a t  a  g i v e n  p r i m e r  s e q u e n c e  w i l l  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  c o m p l e m e n t a r y  
s e q u e n c e  i n  t h e  t a r g e t  t e m p l a t e  D N A  w i t h i n  a  d i s t a n c e  c l o s e  e n o u g h  t o  e a c h  o t h e r  t o  b e  
a m p l i f i a b l e  ( u s u a l l y  l e s s  t h a n  2  k i l o b a s e  p a i r s  a p a r t ) .  I t  i s  a l s o  b a s e d  o n  t h e  s i z e  o f  t h e  
t a r g e t  g e n o m e  ( W a u g h  a n d  P o w e l l  1 9 9 2 ) .  T y p i c a l l y ,  f o r  R A P D - P C R ,  4 5  c y c l e s  a r e  
p e r f o r m e d .  T h e  s i z e  o f  t h e  D N A  f r a g m e n t s  t h a t  c a n  b e  a m p l i f i e d  v a r i e s  f r o m  2 0 0  b a s e  
Figure 5.1 Schematic representation of the random amplified polymorphic DNA based 
on the polymerase chain reaction (RAPD-PCR). The three steps comprising 
one cycle: denaturation, annealing and extension, are illustrated. 
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p a i r s  u p  t o  1 . 4  k i l o b a s e s  ( I n n i s  e t  a l .  1 9 9 0 ;  W i l l i a m s  e t  a l .  1 9 9 0 ;  K a m b h a m p a t i  e t  a l .  
1 9 9 2 ) .  T h e  v a r i o u s  s i z e s  o f  t h e  a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t s  c a n  e a s i l y  b e  r e s o l v e d  b y  s t a n d a r d  
e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  v i s u a l i z e d  b y  u l t r a v i o l e t  ( U V )  i l l u m i n a t i o n  i n  a n  e t h i d i u m  b r o m i d e -
s t a i n e d  a g a r o s e  g e l .  
5 . 2 . 3  A p p l i c a t i o n  o f  t h e  R A P D - P C R  
S i n c e  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  w a s  d e v e l o p e d ,  i t  h a s  b e e n  w i d e l y  u s e d  t o  a d d r e s s  
m a n y  p r o b l e m s  i n  b o t h  p l a n t  a n d  a n i m a l  b i o l o g y .  T h e  R A P D - P C R  h a s  r e c e n t l y  b e e n  u s e d  
f o r  a  w i d e  r a n g e  o f  g e n e t i c s  s t u d i e s ,  s u c h  a s  g e n e t i c  m a p p i n g ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  g e n e t i c  
m a r k e r s ,  p o p u l a t i o n  g e n e t i c s  a n d  g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  W a u g h  a n d  P o w e l l  ( 1 9 9 2 )  p o i n t e d  
o u t  t h a t  u s i n g  R A P D - P C R  p r o v i d e d  a  q u i c k  a n d  u s e f u l  s y s t e m  f o r  m o n i t o r i n g  t h e  l e v e l s  o f  
d i v e r s i t y  b o t h  b e t w e e n  a n d  w i t h i n  s p e c i e s .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  c o n s t r u c t  t h e  g e n e t i c  p r o f i l e  o r  
f i n d  g e n e t i c  m a r k e r s  a s  w e l l  a s  s t u d y  t h e  g e n e t i c  d i v e r s i t y  o f  a n y  o r g a n i s m .  R A P D - P C R  
h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  u s e d  i n  p l a n t  b r e e d i n g  f o r  c r o p  i m p r o v e m e n t  ( D e m e k e  e t  a l .  1 9 9 2 ;  
V i e r l i n g  a n d  N g u y e n  1 9 9 2 ) .  I n  a d d i t i o n ,  R A P D - P C R  i s  b e i n g  p r o g r e s s i v e l y  u s e d  o n  s o m e  
g r o u p s  o f  i n s e c t s  t o  i d e n t i f y  d i s c r e t e  g e n e t i c  m a r k e r s  a s  w e l l  a s  b e i n g  u s e d  i n  g e n e t i c  
m a p p i n g  a n d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  b i o g e o g r a p h y  o f  d i f f e r e n t  s p e c i e s  ( B l a c k  e t  a l .  1 9 9 2 ;  
K a m b h a m p a t i  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  T h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  
e v o l u t i o n a r y  p r o b l e m s ,  i n c l u d i n g  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p a t e r n i t y  a n d  m a t e r n i t y  ( S c o t t  e t  a l .  
1 9 9 2 ) .  T h e y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  a  p o p u l a t i o n  o f  b e e t l e s  ( N i c r o p h o r o u s  t o m e n t o s u s  
W e b e r :  S i l p h i d a e )  t h e  l i k e l i h o o d  t h a t  t h e  R A P D - P C R  b a n d s  i n  t h e  o f f s p r i n g  a r e  i n h e r i t e d  
f r o m  t h e i r  p a r e n t s  i s  q u i t e  h i g h .  S i m i l a r  w o r k ,  d o n e  b y  W i l l i a m s  e t  a l .  ( 1 9 9 0 ) ,  a l s o  
i l l u s t r a t e d  t h a t  t h e  p o l y m o r p h i s m s  o f  D N A  p r o d u c t s  f r o m  R A P D - P C R  a r e  i n h e r i t e d  i n  a  
M e n d e l i a n  m a n n e r  i n  t h e  p r o g e n y  o f  a  s o y b e a n  c r o s s .  
T h e  u s e  o f  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  f o r  t a x o n o m i c  p u r p o s e s  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  
r e c e n t l y .  D e m e k e  e t  a l .  ( 1 9 9 2 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  p o t e n t i a l  t a x o n o m i c  u s e  o f  R A P D - P C R  
w i t h  B r a s s i c a  s p p .  a n d  d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  R A P D - P C R  w a s  a b l e  t o  s o l v e  t h e  a m b i g u o u s  
r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  s p e c i e s .  T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  R A P D - P C R  a p p e a r s  t o  b e  u s e f u l  f o r  
t a x o n o m i c  s t u d i e s  a t  l e v e l s  r a n g i n g  f r o m  p o p u l a t i o n s  t o  s p e c i e s  a n d  m a y b e  t o  g e n e r a .  
I n  i n s e c t s ,  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  l i m i t e d  t o  
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i d e n t i f y i n g  g e n e t i c  m a r k e r s  i n  s p e c i e s  a n d  p o p u l a t i o n s  a s  w e l l  a s  i n v e s t i g a t i n g  t h e  
b i o g e o g r a p h y  o f  s u c h  s p e c i e s  o r  p o p u l a t i o n s  ( B l a c k  e t  a l .  1 9 9 2 ;  H u n t  a n d  P a g e  1 9 9 2 ;  
K a m b h a m p a t i  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  e v a l u a t e  R A P D -
p e R  a s  a  n o v e l ,  n o n - c o m p l i c a t e d  a n d  f a s t  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e  f o r  s t u d y i n g  t h e  g e n e t i c  
r e l a t i o n s h i p s ,  a t  t h e  s p e c i e s  l e v e l ,  o f  a  m o d e l  i n s e c t  g r o u p  s u c h  a s  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s .  I n  
t h e  s t u d y ,  d a t a  f r o m  t h e  R A P D - P C R  a n a l y s i s  a r e  c o m p a r e d  u s i n g  b o t h  p h e n e t i c  a n d  
c l a d i s t i c  m e t h o d s .  
5 . 3  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
5 . 3 . 1  B e e t l e  c o l l e c t i o n  
T h e  8 6  i n d i v i d u a l s  o f  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  u s e d  ( s e e  T a b l e  5 . 1 )  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  
f i e l d  c o l l e c t e d  i n  v a r i o u s  l o c a t i o n s  t h r o u g h o u t  t h e  N o r t h  a n d  S o u t h  I s l a n d s  o f  N e w  
Z e a l a n d .  S i x  s p e c i m e n s  o f  M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c u s  w e r e  u s e d  a s  b e f o r e  a s  a n  o u t g r o u p  
f o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s .  A f t e r  c o l l e c t i o n ,  t h e  b e e t l e s  w e r e  s t a r v e d  a n d  t h e  
g u t  s y s t e m s  w e r e  r e m o v e d  f o r  u s e  i n  a l l o z y m e  w o r k .  T h e  g u t t e d  r e m a i n s  w e r e  t h e n  s t o r e d  
a t  - 8 0
a
C  u n t i l  t h e y  w e r e  u s e d .  
5 . 3 . 2  D N A  e x t r a c t i o n  
M o s t  D N A  e x t r a c t i o n  p r o t o c o l s  h a v e  t h e  s a m e  b a s i c  s t e p s :  h o m o g e n i z a t i o n ,  l y s i s  o f  
a l l  m e m b r a n e s ,  a n d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  D N A  f r o m  c e l l  d e b r i s  a n d  p r o t e i n .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  
p r o t o c o l  u s e d  f o r  e x t r a c t i o n  o f  g e n o m i c  D N A  f r o m  b e e t l e s  w a s  a f t e r  M a n i a t i s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  
a n d  H e n r y  e t  a l .  ( 1 9 9 0 )  a s  f o l l o w s :  
1 .  G r i n d  u p  a n  i n d i v i d u a l  e n t i r e  b e e t l e  ( e x c e p t  i n t e s t i n e )  u n d e r  l i q u i d  n i t r o g e n ,  t h e n  
a d d  h o m o g e n i z a t i o n  b u f f e r  ( 2 5  m M  e t h y l e n e  d i a m i n e t e t r a  a c e t i c  a c i d  ( E D T A ) ,  
0 . 5  %  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  ( S D S ) ,  1  m g / m l  p r o t e i n a s e  K  a n d  2 5  m M  2 -
m e r c a p t o e t h a n o l  i n  t r i s - e t h y l e n e  d i a m i n e t e t r a  a c e t i c  a c i d  ( T E )  b u f f e r ) ,  i n c u b a t e  1  h  
a t  5 0
a
C  w i t h  o c c a s i o n a l  m i x i n g .  
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T a b l e  5 . 1  
S o u r c e s  o f  H o l c a s p i s  a n d  M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c a  m a t e r i a l  u s e d  f o r  D N A  
e x t r a c t i o n  
T a x o n  
L o c a l i t y  
N u m b e r  o f  
S p e c i m e n s  
H .  a n g u s t u l a  
A h u r i r i  B u s h :  B a n k s  3  
P e n i n s u l a ,  ( S o u t h  I s l a n d )  
H .  d e l a t o r  
M t  S o m e r s ,  ( S o u t h  I s l a n d )  
5  
H .  e g r e g i a l i s  
B a n n o c k b u r n :  C e n t r a l  O t a g o  
2  
( S o u t h  I s l a n d )  
H .  e l o n g e l l a  
A h u r i r i  B u s h :  B a n k s  
3  
P e n i n s u l a  
H .  h i s p i d a  
E l s t h o r p e  B u s h :  H a w k e ' s  B a y  
8  
( N o r t h  I s l a n d )  
H .  h u d s o n i  
K a i k o u r a :  M a r l b o r o u g h  
8  
( S o u t h  I s l a n d )  
O x f o r d :  N o r t h  C a n t e r b u r y  2  
( S o u t h  I s l a n d )  
H .  i n t e r m i t t e n s  
A h u r i r i  B u s h :  B a n k s  
8  
P e n i n s u l a .  
H .  m o r d a x  
W h a k a p a p a :  T a u p o  3  
L a k e  R o t o k u r a  
3  
L a k e  R o t o p o u n a m u  
3  
( N o r t h  I s l a n d )  
H .  m u c r o n a t a  
E l s t h o r p e  B u s h :  H a w k e ' s  B a y  
5  
W h i t e  P i n e  B u s h :  n o r t h  o f  
2  
N a p i e r  ( N o r t h  I s l a n d )  
H .  o e d i c n e m a  G l a d s t o n e  R o a d :  L e v i n  
3  
K o h i t e r e  F o r e s t :  L e v i n  
4  
( N o r t h  I s l a n d )  
P u p u  V a l l e y ,  G o l d e n  
6  
B a y :  N e l s o n  ( S o u t h  I s l a n d )  
H .  o v a t e l l a  
B a n n o c k b u r n :  C e n t r a l  O t a g o  
7  
H .  p u n c t i g e r a  
B a n n o c k b u r n :  C e n t r a l  O t a g o  
4  
H .  s u t e r i  A h u r i r i  B u s h :  B a n k s  
7  
P e n i n s u l a  
M .  a n t a r c t i c a  
A h u r i r i  B u s h :  B a n k s  
6  
P e n i n s u l a  
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2 .  M i c r o c e n t r i f u g e  a t  l o w  s p e e d  f o r  2  m i n u t e s .  A f t e r  t h a t ,  t r a n s f e r  t h e  s u p e r n a t a n t  t o  
a  ' n e w  t u b e  t o  r e m o v e  t h e  e x o s k e l e t o n  a n d  d i s c a r d  t h e  p e l l e t .  
3 .  E x t r a c t  t h e  s u p e r n a t a n t  t w i c e  w i t h  o n e  v o l u m e  o f  p h e n o l  a n d  t h e n  o n c e  e a c h  w i t h  
o n e  v o l u m e  o f  p h e n o l : c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 5 : 2 4 :  1 )  a n d  o n e  v o l u m e  o f  
c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 4 :  1 )  r e s p e c t i v e l y .  M i c r o c e n t r i f u g e  e a c h  t i m e  a t  
h i g h  s p e e d  f o r  2  m i n .  
4 .  P i p e t t e  t h e  a q u e o u s  p h a s e  i n t o  a  n e w  t u b e  a n d  a d d  t w o  a n d  a  h a l f  v o l u m e s  o f  i c e  
c o l d  a b s o l u t e  e t h a n o l  a l c o h o l  t o  p r e c i p i t a t e  t h e  D N A .  P l a c e  a t  - 2 0 ° C  f o r  1  h a n d  
t h e n  s p i n  a t  h i g h  s p e e d  f o r  1 0  m i n .  
5 .  D i s c a r d  t h e  s u p e r n a t a n t  a n d  k e e p  t h e  D N A  p e l l e t .  W a s h  t h e  D N A  p e l l e t  w i t h  
7 0  %  e t h a n o l  a n d  s p i n  f o r  5  m i n .  
6 .  D i s c a r d  e t h a n o l  a n d  d r y  t h e  D N A  p e l l e t  w i t h  a  s p e e d  v a c u u m  f o r  5  m i n .  
7 .  D i s s o l v e  t h e  d r i e d  D N A  p e l l e t  i n  T E  b u f f e r .  T o  r e m o v e  r e s i d u a l  R N A ,  D N A  
c o u l d  b e  p u r i f i e d  f u r t h e r  b y  a d d i n g  1 0  ~g/ml o f  R N a s e  a n d  i n c u b a t i n g  f o r  3 0  m i n  
a t  3 7 ° C .  
8 .  Q u a n t i f y  t h e  a m o u n t  o f  D N A  b y  m e a s u r i n g  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  2 6 0  n m .  S t o r e  
D N A  s a m p l e s  a t  - 2 0 ° C .  
5 . 3 . 3  T h e  R A P D  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  
I n  o r d e r  t o  a c h i e v e  a  s a t i s f a c t o r y  r e a c t i o n  a n d  p r o d u c e  a  u s a b l e  b a n d i n g  p a t t e r n  o f  
r a n d o m l y  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A ,  t h e  e s s e n t i a l  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  p r i m e r  c o n d i t i o n s ,  
P C R  p r o g r a m m e  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  i n  w h i c h  t h e  
r e a c t i o n  t a k e s  p l a c e ,  n e e d  t o  b e  a d j u s t e d .  T h e  j u s t i f i c a t i o n  f o r  t h e  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e s e  
p a r a m e t e r s  i s  d i s c u s s e d  b e l o w .  
5 . 3 . 3 . 1  P r i m e r  
P r i m e r s  u s e d  f o r  t h e  r a n d o m  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A  a r e  s h o r t  s i n g l e  
s t r a n d e d  1 0  b a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  o f  r a n d o m  s e q u e n c e .  
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5 . 3 . 3 . 1 . 1  P r i m e r  S e l e c t i o n .  
T w e n t y  1 0  b a s e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s  w i t h  5 0 - 7 0  %  
G u a n i n e  a n d  C y t o s i n e  ( G + C )  c o n t e n t s  w e r e  s c r e e n e d .  S o m e  o f  t h e s e  p r i m e r s  w e r e  f r o m  
k i t s  G ,  H a n d  F  o f  O p e r o n  T e c h n o l o g i e s ,  A l a m e d a ,  C a l i f o r n i a .  O t h e r  p r i m e r s  w e r e  
s y n t h e s i z e d  b y  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  t e c h n i q u e s  b y  O l i g o s  E t c .  I n c . ,  W i l s o n v i l l e ,  O r e g o n ,  
U S A  a n d  a  f e w  p r i m e r s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  C r o p  a n d  F o o d  
R e s e a r c h  I n s t i t u t e  m o l e c u l a r  l a b o r a t o r y ,  L i n c o l n ,  C a n t e r b u r y .  A l l  2 0  p r i m e r s  w e r e  f i r s t  
t e s t e d  f o r  a m p l i f i c a t i o n  w i t h  a l l  b e e t l e  D N A  u s e d .  T h e  p r i m e r s  t h a t  g a v e  s a t i s f a c t o r y  
r e s u l t s  w e r e  t h e n  s e l e c t e d .  T h e  l i s t  o f  t h e  2 0  p r i m e r s  e x a m i n e d  a n d  t h e  s e l e c t e d  p r i m e r s  i s  
g i v e n  i n  T a b l e  5 . 2 .  
5 . 3 . 3 . 1 . 2  P r i m e r  C o n c e n t r a t i o n .  I n  g e n e r a l ,  p r i m e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 0 0  n M  t o  1 0 0 0  
n M  h a v e  b e e n  u s e d  s u c c e s s f u l l y  i n  R A P D - P C R  ( A u s u b e l  e t  a l .  1 9 9 3 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  
p r i m e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 0 0 ,  3 0 0 ,  5 0 0  a n d  1 , 0 0 0  n M  w e r e  t e s t e d  i n  t h e  P C R  a n d  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  t h a t  g a v e  t h e  b e s t  a m p l i f i c a t i o n  w a s  s e l e c t e d  f o r  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s .  
5 . 3 . 3 . 2  O p t i m i z a t i o n  o f  t h e  c y c l i n g  p a r a m e t e r s  
T h e  P C R  p r o g r a m m e  c o m m o n l y  u s e d  f o r  R A P D  a n a l y s i s  i s  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  
5 . 1 .  I d e a l l y ,  4 5  c y c l e s  o f  t h e  t h r e e  s t e p s  a r e  u s e d  i n  a  5 - 6  h  p e r i o d  ( W i l l i a m s  e t  a t .  1 9 9 0 ) .  
T h i s  p r o c e s s  i s  v e r y  t i m e  c o n s u m i n g ,  m a y  p r o d u c e  n o n - s p e c i f i c  a m p l i f i c a t i o n  b a n d s  a n d  i s  
i n c o n v e n i e n t  w h e n  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s  i s  t o  b e  t e s t e d .  T h e  R A P D - P C R  
p r o g r a m m e ,  t h e r e f o r e ,  w a s  m o d i f i e d  i n  o r d e r  t o  m i n i m i s e  t h e s e  d i s a d v a n t a g e s  a n d  s u i t  t h e  
s p e c i f i c  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  a m p l i f i c a t i o n  o f  g e n o m i c  D N A  f r o m  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  I n  t h i s  
e x p e r i m e n t ,  t h e  p r i m e r  c o d e  G - 0 1  ( A G T  T C G  T C T  G )  w a s  u s e d  t o  a m p l i f y  g e n o m i c  D N A  
o f  H .  o v a t e l l a .  T h e  o p t i m i z a t i o n  o f  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  R A P D - P C R  w e r e  a s  f o l l o w s :  
5 . 3 . 3 . 2 . 1  O p t i m i z a t i o n  o f  d e n a t u r i n g  t i m e .  
T h e  P C R  p r o g r a m m e  w a s  t e s t e d  a t  d i f f e r e n t  
d e n a t u r i n g  t i m e s  a t  9 4 ° C :  6 ,  1 2 ,  3 0  a n d  6 0  s .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c y c l e s  w a s  3 5 .  
5 . 3 . 3 . 2 . 2  O p t i m i z a t i o n  o f  a n n e a l i n g  t i m e .  
T h e  P C R  p r o g r a m m e  w i t h  3 5  c y c l e s  w a s  
t e s t e d  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  a n n e a l i n g  t i m e s  a t  3 6 ° C :  1 2 ,  3 0  a n d  6 0  s .  
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T a b l e  5 . 2  
T h e  2 0  p r i m e r s  e x a m i n e d  f o r  r a n d o m  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A  ( R A P D )  
u s e .  ( * i n d i c a t e s  p r i m e r s  s e l e c t e d  f o r  u s e )  
P r i m e r  ( c o d e )  
S e q u e n c e  %  G - C  
S o u r c e s  o f  P r i m e r s  
( 5 ' - 3 1  c o n t e n t  
O P F - 0 4  
G G T  G A T  C A G G  6 0  %  
O p e r o n T e c h n o l o g i e s  
O P F - 0 5  
C C G  A A T T C C  C  6 0  %  
O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P F - 0 6 *  G G G  A A T  T C G  G  
6 0  %  
O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P F - 0 8  
G G G  A T A  T C G  G  6 0  %  
O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P F - l l  T T G  G T A  C C C  C  6 0  %  
O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P F - I 7  A A C  C C G  G G A  A  6 0  %  O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P G - 0 5  
C T G  A G A  C G G A  
6 0  %  
O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P G - 0 7  
G A A  C C T  G C G  G  7 0  %  O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P G - I I  T G C  C C G  T C G T  7 0  %  
O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P G - 1 2  
C A G  C T C  A C G  A  6 0  %  O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P G - 1 6  
A G C  G T C  C T C  C  7 0  %  O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P G - 1 7  A C G  A C C  G A C  A  6 0  %  
O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P G - 1 8 *  G G C  T C A  T G T  G  6 0  %  O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
O P H - 0 4 *  G G A  A G T  C G C  C  7 0  %  O p e r o n  T e c h n o l o g i e s  
G - O l *  A G T T C G T C T G  5 0  %  O l i g o s  E t c .  I n c .  
1 - 0 9 *  T C T  G C C  G T G  A  6 0  %  O l i g o s  E t c .  I n c .  
1 - 2 6 7 / 1  *  A G G  A G A  T A C  C  5 0  %  O l i g o s  E t c .  I n c .  
1 - 2 6 7 / 2  
A C A  T A G  A C G  C  
5 0  %  O l i g o s  E t c .  I n c .  
1 - 2 6 7 / 4  G G A  T G T  C G A  A  
5 0  %  O l i g o s  E t c .  I n c  
1 - 3 1 7 1 1  G A T  A A C  G C A  C  5 0  %  C r o p  a n d  F o o d  
R e s e a r c h ,  L i n c o l n  
5 . 3 . 3 . 2 . 3  O p t i m i z a t i o n  o f  e x t e n s i o n  t i m e .  D i f f e r e n t  e x t e n s i o n  t i m e s  a t  7 2 ° C  o f  3 0 ,  6 0  
a n d  1 2 0  s  w e r e  a l s o  t e s t e d  w i t h  3 5  p r o g r a m m e  c y c l e s .  
5 . 3 . 3 . 2 . 4  O p t i m i z a t i o n  o f  n u m b e r  o f  c y c l e s .  P C R  p r o g r a m m e s  c o m p r i s i n g  3 5 ,  4 0  a n d  
4 5  c y c l e s  w e r e  s c r e e n e d  b y  u s i n g  t h e  o p t i m u m  t i m i n g  f o r  e a c h  o f  t h e  t h r e e  s t e p s  i n  t h e  
r e a c t i o n  p r o c e s s :  d e n a t u r i n g ,  a n n e a l i n g  a n d  e x t e n s i o n .  
5 . 3 . 3 . 3  O p t i m i z a t i o n  o f  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  
T h e  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  a f f e c t s  p r i m e r  a n n e a l i n g  a n d  D N A  
p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  ( A u s u b e l  e t  a l .  1 9 9 3 ) .  T h e r e f o r e  i t  h a s  t o  b e  r e a d j u s t e d  f o r  e a c h  
p r i m e r  u s e d  i n  o r d e r  t o  g e t  o p t i m u m  a m p l i f i c a t i o n .  M a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n s  
r a n g i n g  f r o m  0  t o  6  m M  w e r e  u s e d  a n d  s e l e c t e d  p r i m e r s  w e r e  t e s t e d  f o r  o p t i m u m  
m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  p r o c e d u r e s  f o r  o p t i m i z a t i o n  o f  m a g n e s i u m  
c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  f o l l o w e d  t h e  s t a n d a r d  p r o t o c o l  o f  
m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m i z a t i o n  d e s c r i b e d  b y  A u s u b e l  e t  a l .  ( 1 9 9 3 ) .  
5 . 3 . 4  D N A  a m p l i f i c a t i o n  c o n d i t i o n s  
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I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  a l l  r e a c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  2 5  J l I  v o l u m e .  I n  o r d e r  t o  
e l i m i n a t e  n o n  s p e c i f i c  a m p l i f i c a t i o n  o f  D N A ,  t h e  h o t  s t a r t  t e c h n i q u e  w a s  u s e d .  H o t  s t a r t  
b e g i n s  b y  h e a t i n g  t h e  D N A  t e m p l a t e  t o  a  h i g h  t e m p e r a t u r e  f o r  a  c e r t a i n  o f  t i m e  w i t h o u t  
a d d i n g  t h e  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  e n z y m e .  I d e a l l y ,  t h e  h i g h  h e a t  i n  t h e  h o t  s t a r t  c y c l e  c a n  
a i d  i n  e r a d i c a t i n g  e x o t i c  D N A .  A f t e r  t h a t ,  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  t h e n  l o w e r e d  t o  t h e  
e x t e n s i o n  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  r e m a i n i n g  r e a c t i o n  c o m p o n e n t s  a r e  a d d e d .  
T h e  P C R  c o m p o n e n t s  w i t h  2 5  n g  o f  e a c h  H o l c a s p i s  g e n o m i c  D N A ,  o p t i m i s e d  
p r i m e r s  a n d  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  d e i o n i s e d  w a t e r  w e r e  a s s e m b l e d  a n d  
5 0  J l I  o f  l i g h t  m i n e r a l  o i l  w a s  l a y e r e d  o n  t h e  t o p  o f  t h e  r e a c t a n t s .  T h e  r e a c t i o n  t u b e  w a s  
p l a c e d  i n  a  w a t e r  t h e r m a 1 c y c l e r  ( A u t o  g e n e )  a n d  a  h o t  s t a r t  w a s  p e r f o r m e d  b y  h e a t i n g  u p  t o  
9 4 ° C  f o r  2  m i n .  W h e n  t h e  t e m p e r a t u r e  w e n t  d o w n  t o  t h e  e x t e n s i o n  t e m p e r a t u r e  o f  7 2 ° C ,  
t h e  r e m a i n i n g  p a r t s  o f  t h e  r e a c t i o n  s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  t h r o u g h  t h e  m i n e r a l  o i l  l a y e r .  
B e f o r e  b e i n g  a d d e d  t h r o u g h  t h e  o i l  l a y e r ,  t o  a v o i d  i n a c c u r a c i e s  i n v o l v e d  i n  p i p e t t i n g  v e r y  
s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  s o l u t i o n ,  1  u n i t  o f  T a q  e n z y m e  ( B o e h r i n g e r )  w a s  m a d e  u p  w i t h  t h e  
B o e h r i n g e r  P C R  b u f f e r  ( 1 0  m M  t r i s - h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( t r i s - H C I )  p H  8 . 3 ,  1 . 5  m M  
m a g n e s i u m  c h l o r i d e ,  5 0  m M  p o t a s s i u m  c h l o r i d e  a n d  0 . 0 1  %  g e l a t i n )  a n d  a  s o l u t i o n  o f  0 . 1  
m M  e a c h  o f  2 ' - D e o x y c y t i d i n e  5 ' - t r i - p h o s p h a t e  ( d C T P ) ,  2 ' - D e o x y g u a n o s i n e  5 ' - t r i p h o s p h a t e  
( d G T P ) ,  2 ' - D e o x y a d e n o s i n e  5 ' - t r i p h o s p h a t e  ( d A T P )  a n d  2 ' - D e o x y t h y m i d i n e  5 ' -
t r i p h o s p h a t e  ( d T T P )  ( B o e h r i n g e r ) .  
T o  d e t e c t  p o s s i b l e  c o n t a m i n a t i o n  i n  t h e  a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n ,  a  n e g a t i v e  c o n t r o l ,  
w h i c h  C o n t a i n e d  a l l  a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n  c o m p o n e n t s  e x c e p t  t h e  b e e t l e  t e m p l a t e  D N A ,  
w a s  u s e d  e v e r y  t i m e  a m p l i f i c a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t .  
A f t e r  t h e  a m p l i f i c a t i o n  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  R A P D - P C R  p r o d u c t s  w e r e  r e s o l v e d  b y  
e l e c t r o p h o r e s i s  i n  a  1 . 4  %  a g a r o s e  g e l  c o n t a i n i n g  0 . 5  I 1 g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  i n  t r i s -
b o r a t e - E D T  A  b u f f e r ,  v i s u a l i z e d  a n d  p h o t o g r a p h e d  u n d e r  u l t r a v i o l e t  ( U V )  l i g h t .  T h e  1 0 0  
b a s e  p a i r s  D N A  L a d d e r  ( L i f e  T e c h n o l o g i e s )  w a s  u s e d  a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r .  
5 . 3 . 5  D e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  h o m o l o g o u s  b a n d s  o f  t h e  R A P D - P C R  p r o d u c t  
I n  o r d e r  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  h o m o l o g o u s  n a t u r e  o f  t h e  R A P D - P C R  a m p l i f i c a t i o n  
p r o d u c t s ,  i . e . ,  w h e t h e r  t h e  b a n d s  t h a t  r a n  i n  t h e  s a m e  p o s i t i o n  i n  t h e  g e l  h a d  a  s i m i l a r  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  ( a n d  n o t  j u s t  t h e  s a m e  m o l e c u l a r  w e i g h t  b u t  d i f f e r e n t  s e q u e n c e ) ,  
S o u t h e r n  b l o t  w a s  p e r f o r m e d .  
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A f t e r  r u n n i n g  t h e  R A P D - P C R  a m p l i f i e d  p r o d u c t s  f r o m  e a c h  b e e t l e  s p e c i e s  g e n o m i c  
D N A  o n  1 . 4  %  a g a r o s e  g e l ,  t h e  g e l  w a s  p h o t o g r a p h e d  u n d e r  u l t r a v i o l e t  l i g h t  a n d  t h e  D N A  
f r a g m e n t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  n y l o n  m e m b r a n e  ( G e n e S c r e e n  P l u s ,  D u p o n t )  u n d e r  
a l k a l i n e  c o n d i t i o n s  b y  t h e  c a p i l l a r y  t r a n s f e r  m e t h o d ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  
i n s t r u c t i o n s .  A  s e c o n d  a l i q u o t  o f  t h e  R A P D - P C R  p r o d u c t  w a s  r u n  i n  a  s i m i l a r  g e l  a n d  t h e  
D N A  b a n d s  o f  i n t e r e s t  w e r e  e l u t e d  b y  r u n n i n g  t h e m  i n t o  a  D E A E - c e l l u l o s e  m e m b r a n e .  
T h e  m e t h o d  o f  f r a g m e n t  e l u t i o n  f o l l o w e d  A u s u b e l  e t  a l .  ( 1 9 9 3 ) .  E l u t e d  D N A  w a s  l a b e l l e d  
w i t h  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r o u s  (
3 2
p )  b y  t h e  r a n d o m  p r i m e r  l a b e l l i n g  m e t h o d ,  u s i n g  t h e  
A m e r s h a m  k i t ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  r e c o m m e n d a t i o n s .  T h e s e  D N A  f r a g m e n t s  
w e r e  u s e d  a s  r a d i o a c t i v e  p r o b e s  f o r  h y b r i d i z a t i o n  o n  t h e  m e m b r a n e  c o n t a i n i n g  t h e  R A P D -
P C R  f r a g m e n t s  f r o m  d i f f e r e n t  b e e t l e  s p e c i e s .  P r o b e s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  m e m b r a n e  i n  
1 0  m l  o f  h y b r i d i z a t i o n  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 0  %  o f  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  ( S D S ) ,  5 0  %  
o f  d e x t r a n  s u l p h a t e  a n d  w a t e r ,  s e a l e d  i n  a  p l a s t i c  b a g  a n d  i n c u b a t e d  a t  6 5 ° C  o v e r n i g h t .  
F o l l o w i n g  h y b r i d i z a t i o n ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  h y b r i d i z a t i o n  s o l u t i o n  i n  
t h e  b a g .  T h e  u n b o u n d  r a d i o a c t i v e  p r o b e  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e  b y  w a s h i n g  
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t w i c e  i n  0 . 3  M  s o d i u m  c h l o r i d e - 0 . 0 3  M  s o d i u m  c i t r a t e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n  w i t h  
c o n s t a n t  a g i t a t i o n ,  f o l l o w e d  b y  t w o  w a s h e s  i n  0 . 3  M  s o d i u m  c h l o r i d e - 0 . 0 3  M  s o d i u m  
c i t r a t e  a n d  1 . 0  %  S D S  a t  6 5 ° C  f o r  3 0  m i n  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n .  F i n a l l y ,  i t  w a s  w a s h e d  
t w i c e  i n  0 . 0 1 5  M  s o d i u m  c h l o r i d e - 0 . 0 0 1 5  M  s o d i u m  c i t r a t e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0  
m i n  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  e x p o s e d  t o  a n  X - r a y  f i l m  f o r  1  h  a t  
- 1 0 0 ° C ,  w i t h  a n  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .  A f t e r  t h e  m e m b r a n e  w a s  r e m o v e d ,  t h e  f i l m  w a s  
d e v e l o p e d .  
I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  t h e  a m p l i f i c a t i o n  b a n d i n g  p a t t e r n s  f r o m  t h e  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  
H o l c a s p i s  t h a t  w e r e  u s e d  i n  S o u t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  t w o  p r i m e r s :  
A G G  A G A  T A C  C  ( J 2 6 7 / 1 )  a n d  T C T  G C C  G T G  A  ( J - 0 9 ) .  T e s t i n g  f o r  h o m o l o g y  a m o n g  
t h e  a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t s  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  t o t a l  o f  f i v e  r e p r e s e n t a t i v e  b a n d s :  t w o  
D N A  f r a g m e n t s  o f  g e l  a p p l i e d  w i t h  p r i m e r  J 2 6 7 1 1  f r o m  H .  e l o n g e l l a  a n d  H .  s u t e r i  a n d  
t h r e e  D N A  f r a g m e n t s  o f  g e l  a p p l i e d  w i t h  p r i m e r  G - 0 9  f r o m  H .  o v a t e l l a  ( i n d i c a t e d  i n  
F i g u r e  5 . 5  a n d  5 . 6 ,  r e s p e c t i v e l y )  w e r e  p u r i f i e d  f r o m  a g a r o s e  g e l s ,  l a b e l l e d  w i t h  3 2 p ,  a n d  
u s e d  a s  p r o b e s  i n  S o u t h e r n  b l o t s  o n  a n  a r r a y  o f  R A P D - P C R  p r o d u c t s .  T h e  c h o i c e  o f  
s e l e c t e d  D N A  f r a g m e n t s  w a s  b a s e d  o n  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  b a n d s  w e r e  c o m m o n  t o  d i f f e r e n t  
s p e c i e s  a n d  t h a t  t h e y  w e r e  c l e a r  o n  t h e  g e l .  T h e  t e c h n i q u e  f o r  t e s t i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  
b a n d s  i s  n e w  a n d  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  ( H a n b o o n s o n g  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  
5 . 3 . 6  D a t a  r e c o r d i n g  a n d  a n a l y s i s  
T h e  m o b i l i t y  d i s t a n c e  f o r  e a c h  b a n d  o f  t h e  a m p l i f i e d  p r o d u c t  a n d  t h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  m a r k e r  t o  t h e  l o a d i n g  p o i n t  o n  e a c h  a g a r o s e  g e l  w a s  m e a s u r e d  i n  c e n t i m e t r e s .  T h e  
m e a s u r e m e n t s  w e r e  c o n v e r t e d  t o  b a s e  p a i r  l e n g t h s  u s i n g  t h e  c o m p u t e r  p r o g r a m m e  o f  
S c h a f f e r  a n d  S e d e r o f f  ( 1 9 8 1 ) .  
T o  d e t e r m i n e  t h e  s i z e  o f  t h e  b a n d s  f r o m  t h e  R A P D - P C R  a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t s  w i t h  
m o r e  a c c u r a c y ,  e v e r y  R A P D - P C R  p r o d u c t  w a s  r u n  s i d e  b y  s i d e  w i t h  t h e  1 0 0  b a s e  p a i r s  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r .  I n  c a s e s  w h e r e  i t  w a s  u n c e r t a i n  w h e t h e r  t w o  b a n d s  f r o m  t w o  
d i f f e r e n t  s a m p l e s  w e r e  o f  f r a g m e n t s  t h e  s a m e  s i z e ,  t h e  t w o  s a m p l e s  w e r e  t h e n  c o m b i n e d  
a n d  r u n  t o g e t h e r  i n  t h e  s a m e  l a n e  o n  a n  a g a r o s e  g e l .  I f  t h e r e  w e r e  n o  s e p a r a t i o n  o f  t h e  
b a n d s ,  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  t h e  t w o  d o u b t f u l  f r a g m e n t s  h a d  t h e  s a m e  s i z e .  I f  t h e r e  w e r e  
p e r c e p t i b l e  r e s o l u t i o n  o f  t h e  b a n d s ,  i t  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  t w o  f r a g m e n t s  h a d  d i f f e r e n t  
s i z e s .  
T h e  d a t a  w e r e  s c o r e d  o n  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h e  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  f o r  a l l  
i n d i v i d u a l s .  T w o  p r o c e d u r e s  u t i l i z e d  f o r  a n a l y s i s  o f  t h e  R A P D - P C R  d a t a  a r e  d i s c u s s e d  
b e l o w .  
5 . 3 . 6 . 1  C l a d i s t i c  m e t h o d  
T h e  d a t a  m a t r i x  w a s  g e n e r a t e d  f r o m  t h e  i n d i v i d u a l  f r a g m e n t  p r o f i l e s  o f  a l l  s p e c i e s .  
E a c h  i n d i v i d u a l  p r o f i l e  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  c r i t e r i o n  t h a t  i f  a  g i v e n  a m p l i f i e d  
f r a g m e n t  w a s  p r e s e n t  i n  a n  i n d i v i d u a l ,  i t  w a s  a s s i g n e d  a  ' 1 '  a n d  w h e n  t h e  f r a g m e n t  w a s  
a b s e n t ,  i t  w a s  a s s i g n e d  a  ' 0 ' .  
8 9  
D a t a  w e r e  a n a l y z e d  c 1 a d i s t i c a l l y  b y  c o n s i d e r i n g  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  
a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  a s  b i n a r y  c h a r a c t e r s .  T h e  d a t a  w e r e  c o n v e r t e d  i n t o  a  m a t r i x  f o r m a t  
a n d  a n a l y s e d  u s i n g  P A U P  v e r s i o n  3 . 0  ( S w o f f o r d  1 9 9 2 ) .  S i m p l e  s t e p w i s e  a d d i t i o n  a n d  t r e e  
b i s e c t i o n  r e c o n n e c t i o n  i n  t h e  b r a n c h  s w a p p i n g  o p t i o n  w e r e  s e l e c t e d  f o r  t r i a l  r e a r r a n g e m e n t  
t o  f i n d  t h e  s h o r t e s t  t r e e .  N o  a s s u m p t i o n s  o f  c h a r a c t e r  w e i g h t i n g  w e r e  m a d e  f o r  t h i s  
a n a l y s i s ;  a l l  t h e  s e l e c t e d  c h a r a c t e r s  w e r e  t r e a t e d  a s  o f  e q u a l  w e i g h t .  B e c a u s e  o f  t h e  l a r g e  
n u m b e r  o f  t a x a  u s e d ,  a  h e u r i s t i c s  s e a r c h  w a s  e m p l o y e d  t o  l o o k  f o r  t h e  m o s t  p a r s i m o n i o u s  
t r e e s .  R o o t i n g  t h e  t r e e s  a n d  t h e  d i r e c t i o n  o f  p o l a r i z a t i o n  o f  c h a r a c t e r  s t a t e s  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  u s i n g  a n  o u t g r o u p  c o m p a r i s o n  ( W a t r o u s  a n d  W h e e l e r  1 9 8 1 ) .  I n  t h i s  
a n a l y s i s ,  M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c u s ,  a s  b e f o r e ,  w a s  u s e d  a s  t h e  o u t g r o u p .  
A s s u m p t i o n s  o n  t h e  d i r e c t i o n  o f  c h a r a c t e r  c h a n g i n g  i n  t h e  R A P D - P C R  a n a l y s i s  d a t a  
w e r e  b a s e d  o n  t h e  F i t c h  m e t h o d  ( F i t c h  1 9 7 1 ) .  T h i s  m e t h o d  s e a r c h e s  f o r  t h e  m o s t  
p a r s i m o n i o u s  e v o l u t i o n a r y  t r e e ,  w h i c h  a l l o w s  o n l y  t h e  m i n i m u m  o f  t h e  n u m b e r  o f  
e v o l u t i o n a r y  s t e p s  o r  c h a n g e s  o f  t h e  c h a r a c t e r s  i n  t h e  e v o l u t i o n a r y  p a t h w a y .  T h e  F i t c h  
m o d e l  o f  c h a r a c t e r  c h a n g i n g  a s s u m e s  t h a t  t h e  r a t e  o f  e v o l u t i o n  o f  t h e  c h a r a c t e r s  m a y  v a r y  
b e t w e e n  l i n e a g e s .  T h e r e f o r e ,  t h e  c h a r a c t e r s  w e r e  t r e a t e d  a s  u n o r d e r e d  a n d  s o  t h e y  c a n  b e  
t r a n s f o r m e d  f r o m  a n y o n e  s t a t e  t o  a n y  o t h e r  s t a t e .  T h e  m o s t  p a r s i m o n i o u s  t r e e s  w e r e  
s e l e c t e d  b y  m a x i m i s i n g  t h e  m i n i m a l  n u m b e r  o f  c h a r a c t e r  s t a t e  t r a n s f o r m a t i o n s  ( s t e p s )  
u s e d .  T h e  s t r i c t  c o n s e n s u s  t r e e  w a s  u s e d  t o  c o m b i n e  a l l  t h e  m o s t  p a r s i m o n i o u s  
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t r e e s  t h a t  r e s u l t e d  f r o m  t h e  h e u r i s t i c  s e a r c h .  
5 . 3 . 6 . 2  P h e n e t i c  m e t h o d  
B e s i d e s  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s ,  t h e  R A P D - P C R  d a t a  w e r e  a l s o  a n a l y z e d  u s i n g  b o t h  
c l u s t e r  a n d  p r i n c i p a l  c o o r d i n a t e  a n a l y s i s  ( G o w e r  1 9 6 6 ) .  F o r  t h e s e  a n a l y s e s ,  a l l  8 6  
i n d i v i d u a l s  o f  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w e r e  u s e d .  E a c h  b a n d  i n  e a c h  i n d i v i d u a l  o f  a l l  b e e t l e  
s p e c i e s  w a s  s c o r e d  a s  ' 1 '  i f  p r e s e n t  o r  ' 0 '  i f  a b s e n t .  P a i r - w i s e  c o m p a r i s o n  b a s e d  o n  b o t h  
u n i q u e  a n d  s h a r e d  f r a g m e n t s  w a s  u s e d  t o  g e n e r a t e  t w o  d i f f e r e n t  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s :  
s i m p l e - m a t c h i n g  f r a g m e n t s  a n d  J a c c a r d ' s  c o e f f i c i e n t  o f  s i m i l a r i t y  ( G o w e r  1 9 8 5 ) .  T h e  
f r a c t i o n  o f  s i m p l e - m a t c h i n g  f r a g m e n t s  b e t w e e n  i n d i v i d u a l s  w a s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  e q u a t i o n :  





W h e r e  N a  a n d  N b  a r e  t h e  n u m b e r  o f  f r a g m e n t s  f o u n d  i n  i n d i v i d u a l s  ' a '  a n d  ' b '  a n d  N a b  i s  
t h e  n u m b e r  o f  f r a g m e n t s  s h a r e d  b y  i n d i v i d u a l s  ' a '  a n d  ' b ' .  
J a c c a r d ' s  c o e f f i c i e n t  o f  s i m i l a r i t y  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :  
F  =  N a b l N
t  
W h e r e  N a b  i s  t h e  n u m b e r  o f  f r a g m e n t s  s h a r e d  b y  i n d i v i d u a l s  ' a '  a n d  ' b '  a n d  N t  i s  t h e  
n u m b e r  o f  u n i q u e  f r a g m e n t s  p l u s  t h e  n u m b e r  s h a r e d  b y  i n d i v i d u a l s  ' a '  a n d  ' b ' .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  s i m i l a r i t y  f r o m  b o t h  t h e  s i m p l e - m a t c h i n g  f r a g m e n t s  
m o d e l  a n d  J a c c a r d ' s  c o e f f i c i e n t  m o d e l  w e r e  i n t e r p r e t e d  o n  t h e  f o l l o w i n g  b a s i s .  I f  t h e  
v a l u e  o f  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  s i m i l a r i t y  w a s  e q u a l  t o  ' 1 ' ,  t h e  t w o  t a x a  h a d  i d e n t i c a l  p a t t e r n s  
o f  s i m i l a r i t y ,  t h e r e f o r e ,  t h o s e  t w o  w e r e  c l o s e  l i k e n e s s e s .  I f  a  c o e f f i c i e n t  o f  s i m i l a r i t y  
v a l u e  w a s  c l o s e  t o  ' 0 ' ,  i t  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  t w o  t a x a  h a d  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  p a t t e r n s .  
C o n s e q u e n t l y ,  t h o s e  t w o  t a x a  w e r e  d i s t i n c t .  C l u s t e r  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a n  
u n w e i g h t e d  p a i r  g r o u p  m e t h o d  w i t h  a r i t h m e t i c  a v e r a g e s  ( U P G M A )  o n  t h e  v a l u e  o f  
s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s  b e t w e e n  t a x a .  A f t e r  c l u s t e r i n g ,  p h e n o g r a m s  w e r e  c o n s t r u c t e d .  
U s i n g  t h e  p a i r - w i s e  t a x a  s i m i l a r i t y  d i s t a n c e  m a t r i x ,  p r i n c i p a l  c o o r d i n a t e s  a n a l y s i s  w a s  
c a r r i e d  o u t  t o  i l l u s t r a t e  t h e  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  o f  e a c h  s p e c i e s  i n  m u l t i d i m e n s i o n a l  s p a c e .  
I n  t h e  p r i n c i p a l  c o o r d i n a t e  a n a l y s i s ,  s i m i l a r  s p e c i e s  a r e  p l a c e d  c l o s e  t o g e t h e r  w h i l e  t h e  
d i s s i m i l a r  s p e c i e s  a r e  f u r t h e r  a p a r t .  
B o t h  c l u s t e r  a n a l y s i s  a n d  p r i n c i p a l  c o o r d i n a t e  a n a l y s i s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  
s t a t i s t i c a l  p a c k a g e  G e n s t a t  v e r s i o n  5 . 0 .  
5 . 4  R e s u l t s  
5 . 4 . 1  O p t i m i z a t i o n  o f  t h e  R A P D - P C R  c o n d i t i o n s  
5 . 4 . 1 . 1  D N A  e x t r a c t i o n  
9 1  
A c c o r d i n g  t o  t h e  D N A  e x t r a c t i o n  p r o t o c o l ,  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  D N A  w a s  i s o l a t e d  
f r o m  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 2 .  U n l i k e  D N A  f r o m  o t h e r  e u k a r y o t i c  c e l l s ,  
t h e  b e e t l e  g e n o m i c  D N A  ( H o l c a s p i s  s p e c i e s  a n d  M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c u s )  f r o m  t h e  
p r o t o c o l  s h o w e d  a  s l i g h t l y  b r o w n i s h  c o l o u r .  T h e  q u a n t i t y  o f  D N A  i s o l a t e d  w a s  1 . 5 - 2 . 5  
f l g / f l l ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  b o d y  s i z e  o f  b e e t l e s .  
5 . 4 . 1 . 2  P r i m e r  s e l e c t i o n  f o r  t h e  R A P D - P C R  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
S i x  o f  t h e  2 0  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s  t e s t e d  w e r e  s e l e c t e d .  T h e  s e l e c t i o n  w a s  b a s e d  
o n  t h e  c r i t e r i o n  t h a t  c h o s e n  p r i m e r s  s h o u l d  g e n e r a t e  i n f o r m a t i v e  b a n d i n g  p a t t e r n s ,  w i t h  
m o s t  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  s h a r e d  w i t h i n  s p e c i e s  a n d  s o m e  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  s h a r e d  
b e t w e e n  i n g r o u p  a n d  o u t g r o u p  s p e c i e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  s e l e c t e d  p r i m e r s  s h o u l d  
c o n s i s t e n t l y  p r o d u c e  w e l l  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  t h a t  a r e  s h a r p ,  c l e a r  a n d  h a v e  a  h i g h  
i n t e n s i t y  o n  t h e  g e l .  M o r e o v e r ,  t h e  a m p l i f i e d  b a n d i n g  p a t t e r n s  s h o u l d  b e  w e l l  s e p a r a t e d  
f o r  e a s e  o f  s c o r i n g .  F a i n t  b a n d s  t h a t  a m p l i f i e d  i r r e g u l a r l y  w e r e  o m i t t e d  f r o m  s c o r i n g .  
T h e s e  s i x  s e l e c t e d  p r i m e r s ,  w h i c h  c o n t a i n e d  5 0 - 7 0  %  G + C ,  y i e l d e d  a  t o t a l  o f  2 7 1  
a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  t h a t  m e t  t h e  a b o v e  c r i t e r i a .  T h e  n u m b e r  o f  s c o r a b l e  a m p l i f i e d  
f r a g m e n t s  w a s  5 6 ,  4 1 ,  4 4 ,  4 8 ,  3 7  a n d  4 5  r e s p e c t i v e l y  f r o m  p r i m e r s  O P F - 0 6 ,  G - 0 1 ,  O P G -
1 8 ,  O P H - 0 4 ,  J - 0 9  a n d  J - 2 6 7 / 1 .  T h e  s i z e  o f  t h e s e  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  r a n g e d  f r o m  2 2 0  t o  
3 0 1 8  b a s e  p a i r s  ( s e e  T a b l e  5 . 3 ) .  
Figure 5.2 Genomic DNA (lanes 1-4) from four individuals of Holcaspis intermittens 
resolved by electrophoresis in a 0.8 % agarose gel. Molecular weight 






T a b l e  5 . 3  
S e l e c t e d  
P r i m e r  
O P F - 0 6  
G - O l  
O P G - 1 8  
O P H - 0 4  
J - 0 9  
1 2 6 7 1 1  
9 3  
T h e  n u m b e r  o f  s c o r a b l e  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  a n d  t h e  r a n g e  o f  f r a g m e n t  s i z e s  
f r o m  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  e a c h  o f  t h e  s i x  s e l e c t e d  o l i g o n u c l e o t i d e  
p r i m e r s .  
S e q u e n c e  R a n g e  o f  B a n d s  N u m b e r  o f  
( 5 ' · 3 ' )  
S i z e  ( b p )  
S c o r a b l e  F r a g m e n t s  
G G G  A A T  T C G  G  3 1 3 - 2 6 2 0  5 6  
A G T T C G T C T G  4 3 3 - 2 6 3 6  4 1  
G G C  T C A  T G T  G  
2 8 9 - 2 1 7 8  
4 4  
G G A  A G T  C G C  C  2 2 0 - 1 5 4 0  4 8  
T C T  G C C  G T G  A  2 9 4 - 1 6 9 3  3 7  
A G G  A G A  T A C  C  3 8 8 - 3 0 1 8  
4 5  
5 . 4 . 2  D e s c r i p t i o n  o f  R A P D · P C R  c o n d i t i o n s  f o r  u s e  i n  a m p l i f i c a t i o n  o f  g e n o m i c  D N A  
o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
5 . 4 . 2 . 1  P r i m e r  a n d  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t a t i o n  
T w o  e s s e n t i a l  p a r a m e t e r s  f o r  c o n d u c t i n g  t h e  R A P D - P C R  p r o c e s s ,  p r i m e r  a n d  
m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n ,  w e r e  o p t i m i z e d  i n  o r d e r  t o  i n c r e a s e  t h e  e f f i c i e n c y  o f  
t h e  R A P D - P C R  r e a c t i o n .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  b e s t - d e f i n e d  b a n d i n g  p a t t e r n s  w e r e  
o b t a i n e d  u s i n g  3 0 0  n M  o f  p r i m e r  p e r  2 5  ~l a n d  3  m M  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  f o r  t w o  o f  t h e  
p r i m e r s  ( p r i m e r s  J - 0 9  a n d  G - O l ) .  F o r  t h e  r e s t  o f  t h e  p r i m e r s  ( J - 2 6 7 1 1 ,  O P H - 0 4 ,  O P G - 1 8  
a n d  O P F - 0 6 ) ,  2  m M  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  g a v e  a  g o o d  a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n .  I t  w a s  
f o u n d  t h a t  i f  t h e r e  w a s  l e s s  p r i m e r  o r  a  l o w e r  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e r e  
w e r e  f e w e r  b a n d s .  I n  c o n t r a s t ,  i f  m o r e  p r i m e r  o r  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  w e r e  u s e d ,  a  s m e a r ,  
r e s u l t i n g  f r o m  n o n - s p e c i f i c  a m p l i f i c a t i o n ,  w o u l d  b e  v i s i b l e  o n  t h e  g e l .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  
a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n  w a s  a l s o  u n l i k e l y  t o  b e  s u c c e s s f u l  i f  t h e  a m o u n t  o f  p r i m e r  a n d  
m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  n o t  m a x i m i s e d .  
5 . 4 . 2 . 2  T h e  R A P D - P C R  p r o g r a m m e  
A p a r t  f r o m  t h e  a b o v e  t w o  c r i t i c a l  p a r a m e t e r s ,  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  P C R  s t e p s  
( d e n a t u r a t i o n ,  a n n e a l i n g  a n d  e x t e n s i o n )  f o r  p r o g r a m m i n g  t h e  R A P D  w e r e  o p t i m i s e d .  T h e  
r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  5 . 3  
9 4  
5 . 4 . 2 . 2 . 1  D e n a t u r a t i o n  t i m e  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  d e n a t u r i n g  t i m e s  o f  6  a n d  1 2  s  f o r  
s e p a r a t i o n  o f  t h e  t e m p l a t e  D N A  d i d  n o t  m a k e  a n y  d i f f e r e n c e  t o  t h e  a m p l i f i e d  p r o d u c t s .  
W h e n  t h e  d e n a t u r i n g  t i m e  w a s  i n c r e a s e d  t o  3 0  o r  6 0  s ,  t h e  e f f i c i e n c y  o f  a m p l i f i c a t i o n  w a s  
d e c r e a s e d ,  r e s u l t i n g  i n  l o s s  o f  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  c o m p a r e d  w i t h  a  d e n a t u r i n g  t i m e  o f  6  
o r  1 2  s .  T h i s  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  a  l o n g e r  d e n a t u r a t i o n  t i m e  w i l l  r e s u l t  i n  
m o r e  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  i n a c t i v a t i o n .  T h e  l i f e  s p a n  o f  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  i s  
r e d u c e d  w i t h  i n c r e a s i n g  t e m p e r a t u r e  ( Y u  a n d  P a u l s  1 9 9 2 ) .  T h e r e f o r e ,  l o n g e r  i n c u b a t i o n  o f  
T a q  a t  9 4 ° C  m a y  r e s u l t  i n  n o t  e n o u g h  e n z y m e  a c t i v i t y  i n  t h e  l a t e r  c y c l e s .  H e n c e ,  t h e  
s h o r t e s t  d e n a t u r i n g  t i m e ,  o f  6  s ,  w a s  c h o s e n  b e c a u s e  i t  u s e d  l e s s  t i m e ,  b u t  w a s  a l s o  a b l e  t o  
g e n e r a t e  i n f o r m a t i v e  a n d  h i g h  r e s o l u t i o n  a m p l i f i e d  p r o d u c t s .  
5 . 4 . 2 . 2 . 2  A n n e a l i n g  t i m e .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  a n n e a l i n g  t i m e s  o f  3 0  a n d  6 0  s  g a v e  t h e  
b e s t  r e s u l t s  c o m p a r e d  w i t h  1 2  s ,  w i t h  n o  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  3 0  a n d  6 0  s .  
5 . 4 . 2 . 2 . 3  E x t e n s i o n  t i m e .  W i t h  t h e  e x t e n s i o n  t i m e ,  t h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e r e  w e r e  
n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  b e t w e e n  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  e x t e n s i o n  
t i m e s  ( 3 0 ,  6 0  a n d  1 2 0  s ) .  H o w e v e r ,  t h e  l o n g e s t  e x t e n s i o n  t i m e  t e s t e d  ( 1 2 0  s )  r e s u l t e d  i n  
h i g h e r  b a c k g r o u n d  s m e a r  t h a n  t h e  o t h e r s .  
N o  l a r g e  d i f f e r e n c e s  i n  b a n d i n g  p a t t e r n  i n t e n s i t y  w e r e  f o u n d  u s i n g  3 5 ,  4 0  o r  4 5  
c y c l e s  i n  t h e  P C R  p r o g r a m m e .  T h u s ,  3 5  c y c l e s  o f  t h e  P C R  p r o g r a m m e  w a s  c h o s e n  i n  
o r d e r  t o  c u t  t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n  t i m e  ( F i g u r e  5 . 3 B ) .  
T h e r e f o r e ,  t h e  o p t i m a l  P C R  p r o g r a m m e  c o n d i t i o n s  f o r  a n a l y s i s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
g e n o m i c  D N A  t h a t  g a v e  t h e  b e s t  R A P D - P C R  a m p l i f i e d  p r o d u c t s  w e r e  a :  
Figure 5.3 The results of optimization of the RAPD-PCR programme with Holcaspis 
species. Primer G-01 (AGTTCGTCTG) was used to amplify genomic DNA 
of H. ovatella. Amplification products were resolved by electrophoresis in a 
1.4 % agarose gel and stained with ethidium bromide. 
(A) The RAPD-PCR programme at 30 cycles of denaturing time at 94°C 
for 60, 30. 12 and 6 s (lanes 9, 10, 11 and 12), annealing time at 36°C 
for 60, 30 and 12 s (lanes 5, 6 and 7) and extension time at noc for 
120, 60 and 30 s (lanes 1,2 and 3). Lane 13 was a 100 Base-Pair 
Ladder (molecular weight markers) whose scale is shown in base pairs 
(bP). 
(B) The RAPD-PCR patterns were obtained from using PCR programme of 
35,40 and 45 cycles at: 94°C, 6 s; 36°C, 30 s; and noc, 30 s. 'M' 
indicates as molecular weight markers (100 Base-Pair Ladder) whose 
scale is shown in base pairs (bp). 
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6  s  d e n a t u r a t i o n  s t e p  a t  9 4 ° C ;  
3 0  s  a n n e a l i n g  s t e p  a t  3 6 ° C ;  a n d  
3 0  s  e x t e n s i o n  s t e p  a t  7 2 ° C .  
T h e s e  t h r e e  s t e p s  w e r e  r e p e a t e d  f o r  3 5  c y c l e s .  I t  t o o k  2 - 3  h  t o  c o m p l e t e  a l l  c y c l e s  
( F i g u r e  5 . 4 ) .  
5 . 4 . 3  A p p l i c a t i o n  o f  R A P D - P C R  f o r  s y s t e m a t i c s  s t u d y  
5 . 4 . 3 . 1  S o u t h e r n  b l o t  t e c h n i q u e  
9 6  
A s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e s  5 . 5  a n d  5 . 6 ,  f i v e  r e p r e s e n t a t i v e  b a n d s ,  w h i c h  w e r e  g e n e r a t e d  
w i t h  t w o  p r i m e r s ,  w e r e  u s e d  a s  p r o b e s  t o  h y b r i d i z e  t o  2 5  c o - m i g r a t i n g  f r a g m e n t s .  O f  
t h e m ,  2 2  f r a g m e n t s  ( e q u i v a l e n t  8 8  % )  g a v e  a  p o s i t i v e  s i g n a l  o n  t h e  S o u t h e r n  b l o t ,  s h o w i n g  
t h a t  t h e y  w e r e  h o m o l o g o u s  t o  t h e  p r o b e s .  T h u s ,  8 8  %  o f  c o - m i g r a t i n g  b a n d s  f r o m  R A P D -
P C R  r e s u l t  h a d  s i m i l a r  s e q u e n c e s .  
T h e  h o m o l o g y  a m o n g  a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t s  u s i n g  S o u t h e r n  b l o t  t e c h n i q u e  i s  s h o w n  
i n  T a b l e  5 . 4 .  
5 . 4 . 3 . 2  G e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  a n d  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
A t  t h e  i n t e r s p e c i f i c  l e v e l ,  a  c o n s i d e r a b l e  d e g r e e  o f  p o l y m o r p h i s m  w a s  d e t e c t e d  f r o m  
R A P D - P C R  u s i n g  t h e  s i x  s e l e c t e d  p r i m e r s .  C e r t a i n  a m p l i f i e d  b a n d s  a p p e a r e d  t o  b e  
c o m m o n  t o  s e v e r a l  s p e c i e s  w h i l e  o t h e r s  w e r e  p r e s e n t  i n  s o m e  s p e c i e s  a n d  a b s e n t  i n  o t h e r s  
( F i g u r e s  5 . 7  a n d  5 . 8 ) .  
I n  c o n t r a s t ,  a t  t h e  i n t r a s p e c i f i c  l e v e l ,  a  m u c h  l o w e r  d e g r e e  o f  p o l y m o r p h i s m  w a s  
d e t e c t e d .  T h e  g e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w a s  r e c o r d e d  b y  c o u n t i n g  t h e  
n u m b e r  o f  b a n d s  o c c u r r i n g  i n  a l l  i n d i v i d u a l s  o f  e a c h  s p e c i e s  a n d  c l a r i f i e d  b y  h o w  m a n y  
b a n d s  w e r e  m o n o m o r p h i c  i n  a l l  i n d i v i d u a l s  e x a m i n e d .  A s  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  5 . 5 ,  t h e r e  
w a s  s o m e  v a r i a t i o n  a m o n g  i n d i v i d u a l s  f r o m  e a c h  s p e c i e s  w i t h  a l l  s i x  s e l e c t e d  p r i m e r s  
( F i g u r e  5 . 7 ) .  T h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  r e v e a l e d  t h a t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  a m p l i f i e d  D N A  
r e g i o n s  t h a t  w e r e  m o n o m o r p h i c  i n  a l l  i n d i v i d u a l s  o f  e a c h  s p e c i e s  w a s  e s s e n t i a l l y  5 3 - 7 6  %  
Figure 5.4 Schematic representation of the optimization of the RAPO-PCR programme 
used for Holcaspis species in this study. 
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Figure 5.5 Southern blot test of homology with RAPD-PCR products. (Fragments 
amplified using primer AGG AGA T AC C. Amplification products were 
resolved by electrophoresis in a 1.4 % agarose gel and stained with ethidium 
bromide.) 
(A) Lanes 1-14: DNA from Megadromus antarcticus, Holcaspis 
punctigera, H. mucronata, H. hudsoni, H. angustula, H. mordax, H. 
oedicnema, H. ovatella, H. egregialis, H. intermittens, H. hispida, H. 
suteri, H. elongella and H. delator respectively. Lane 15 was a 100 
Base-Pair Ladder (molecular weight marker) whose scale is shown in 
base pairs (bp). Arrows indicate two fragments, used as probes, that 
generated from the DNA of H. elongella and H. suteri, labelled as 'a' 
and 'b' respectively. 
(B) Autoradiograph of Southern blot results of probing the array shown in 
Figure 5.5A with probes from DNA of H. suteri (as indicated by 
arrow). 
(e) Autoradiograph of Southern blot results of probing the array shown in 
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Figure 5.6 Southern blot test of homology with RAPD-PCR products. (Fragments 
amplified using primer TCT GCC GTG A. Amplification products were 
resolved by electrophoresis in a 1.4 % agarose gel and stained with ethidium 
bromide.) 
(A) Lanes 1-14: DNA from Holcaspis elongella, H ovatella, H egregialis, 
H mucronata, H hudsoni, M. antarcticus, H mordax, H suteri, H 
angustula, Hintermittens, Hoedicnema, H punctigera, H delator and H 
hispida respectively. Lane 'M', molecular weight markers (A. Hind III) 
whose scale is shown in kilobase pairs, kb). Arrows indicate three 
fragments, used as probes, that generated from the DNA of H ovatella. 
(B) Autoradiograph of Southern blot results of probing the array shown in 
Figure 5.6A with probes from DNA of H ovatella (as indicated by 
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T a b l e  5 . 4  
T h e  n u m b e r  o f  c o - m i g r a t i n g  f r a g m e n t s  a n d  t h e  n u m b e r  o f  b a n d s  r e c o g n i s e d  
f r o m  t h e  S o u t h e r n  b l o t  t e c h n i q u e  f r o m  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a n d  t h e  
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T h e  p e r c e n t a g e  o f  m o n o m o r p h i c  f r a g m e n t s  o f  a m p l i f i e d  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
a n d  M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c u s  D N A  f r o m  e a c h  o f  s i x  p r i m e r s .  
P e r c e n t a g e  o f  M o n o m o r p h i c  F r a g m e n t  f r o m  s e l e c t e d  p r i m e r s  
S p e c i e s  
O P F - 0 6  G o t  O P G - t 8  
O P H - 0 4  
J 0 9  J 2 6 7 / t  
M e a n  ±  S . D .  
H .  a n g u s t u l a  
5 0  3 3  4 0  6 3  
5 7  7 5  5 3 . 0 0  ±  1 5 . 3 5  
H .  d e l a t o r  7 5  1 0 0  6 7  
7 5  7 5  
6 7  7 6 . 5 0  ±  1 2 . 1 6  
H .  e g r e g i a l i s  8 4  
5 0  
7 5  7 5  1 0 0  
6 7  7 5 . l 7  ±  1 6 . 7 0  
H .  e l o n g e l l a  7 2  6 0  
5 0  5 7  
6 7  6 0  6 1 . 0 0  ±  7 . 6 9  
H .  h i s p i d a  5 0  
6 7  6 3  5 7  
6 7  4 0  5 7 . 3 3  ±  1 0 . 7 1  
H .  h u d s o n i  6 3  4 0  
5 0  8 0  
6 7  6 7  6 1 . 1 7  ±  1 4 . l 3  
H .  i n t e r m i t t e n s  
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8 0  7 5  6 5 . 8 3  ±  2 5 . 2 9  
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H .  o e d i c n e m a  1 1  5 0  
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1 7  2 5  1 4  
2 2 . 5 0  ±  1 4 . 2 7  
H .  o v a t e l l a  
7 5  6 7  
5 0  8 0  
7 5  8 3  
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4 5  6 7  
7 5  6 7  
5 0  5 0  5 9 . 0 0  ±  1 2 . l 8  
H .  s u t e r i  
8 3  6 3  7 5  
8 3  
7 5  6 7  7 4 . 3 3  ±  8 . 1 6  
M .  a n t a r c t i c u s  6 0  5 0  
6 7  6 7  
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Figure 5.7 The inter-and intraspecific variation in amplified fragment patterns among 
the Holcaspis species. (Amplification products were resolved by 
electrophoresis in a 1.4 % agarose gel and stained with ethidium bromide.) 
(A) Amplified fragments patterns using primer AGG AGA TAC C on DNA 
extracted from individuals of five species. Abbreviations Su, Hu, In, Mu 
and Mx refer to H. suteri, H. hudsoni, H. intermittens, 
H. mucronata and H. mordax respectively. Lane 'M's are 
molecular weight markers (100 Base-Pair Ladder) whose scale is 
shown in base pairs (bp). 
(B) Amplified fragments patterns using primer TCT GCC GTG A on DNA 
extracted from individuals of five species. Abbreviations I, Ov, Mx, Mu, 
and Hu refer to H. intermittens, H. ovatella, H. mordax, H. mucronata 
and H. hudsoni respectively. Lanes 'M's are molecular weight markers 
(100 Base-Pair Ladder) whose scale is shown in base pairs (bp). 
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Figure 5.8 The intraspecific variation of amplified Holcaspis species fragment patterns 
resolved by electrophoresis in a 1.4 % agarose gel and stained with ethidium 
bromide. 
(A) Representative results of the high variation of bands within H. 
oedicnema compared with H. delator, amplified patterns using primer 
GGG AAT TCG G. (H. oedicnema was collected from two strongly 
allopatric popUlations: Nelson and Levin). Lane 'M' is molecular 
weight markers (100 Base-Pair Ladder) whose scale is shown in base 
pairs (bp). 
(B) Representative results of the variation within H. hispida as shown by 








Primer J 267 / 1 G-01 




1 0 3  
( T a b l e  5 . 5 ) .  O n e  s p e c i e s  ( H .  o e d i c n e m a )  c o n t a i n e d  o n l y  2 2  %  o f  m o n o m o r p h i c  f r a g m e n t s  
a n d  7 7  %  o f  p o l y m o r p h i c  f r a g m e n t s  i n  a l l  i n d i v i d u a l s  ( a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 8 ) .  
B o t h  c o e f f i c i e n t s  o f  s i m i l a r i t y  w i t h i n  s p e c i e s  ( s i m p l e - m a t c h i n g  f r a g m e n t s :  T a b l e  5 . 6 ,  
a n d  J a c c a r d ' s  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t :  T a b l e  5 . 7 )  a r e  e x c e s s i v e l y  h i g h  ( a s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  
l a t e r ) .  T h e  s i m i l a r i t y  w i t h i n  a  s p e c i e s  w a s  7 3 - 9 7  %  o r  7 0 - 9 6  %  f r o m  s i m p l e - m a t c h i n g  
f r a g m e n t s  a n d  J a c c a r d ' s  s i m i l a r i t y  r e s p e c t i v e l y ,  e x c e p t  i n  H .  o e d i c n e m a ,  w h i c h  s h o w e d  
o n l y  5 7  %  o r  5 2  %  s i m i l a r i t y .  
5 . 4 . 4  P h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
5 . 4 . 4 . 1  P h e n e t i c  a n a l y s i s  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  p h e n e t i c  a n a l y s i s  u s i n g  e i t h e r  c l u s t e r  a n a l y s i s  b y  a n  u n w e i g h t e d  
p a i r  g r o u p  m e t h o d  w i t h  a r i t h m e t i c  a v e r a g e s ,  o r  p r i n c i p a l  c o o r d i n a t e  a n a l y s i s ,  a r e  s h o w n  i n  
F i g u r e s  5 . 9  a n d  5 . 1 0 .  B o t h  a n a l y s e s  f r o m  t h e  R A P D - P C R  d a t a  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  
d i s t i n c t n e s s  a m o n g  t h e  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  T h e  c o e f f i c i e n t  o f  s i m i l a r i t y  c a l c u l a t e d  f r o m  
s i m p l e - m a t c h i n g  f r a g m e n t s  a n d  J a c c a r d ' s  c o e f f i c i e n t  w a s  l o w  a s  s h o w n  i n  T a b l e s  5 . 6  a n d  
5 . 7 .  T h e  p h e n o g r a m s  c o n s t r u c t e d  f r o m  b o t h  s i m p l e  m a t c h i n g  f r a g m e n t s  a n d  J a c c a r d ' s  
c o e f f i c i e n t  w e r e  i d e n t i c a l ,  e x c e p t  t h a t  t h e  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t  o b t a i n e d  u s i n g  J a c c a r d ' s  
a p p r o a c h  w a s  s l i g h t l y  s m a l l e r .  
T h e  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t  f r o m  s i m p l e - m a t c h i n g  f r a g m e n t s  b e t w e e n  s p e c i e s  ( T a b l e  
5 . 6 )  r a n g e d  f r o m  a b o u t  2 7  %  f o r  t h e  m o s t  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s  ( H .  m u c r o n a t a  a n d  H .  
s u t e r i )  t o  o n l y  1 0 %  f o r  t h o s e  m o r e  d i s t a n t l y  r e l a t e d  ( H .  m o r d a x  a n d  H .  p u n c t i g e r a ) .  I n  
c o n t r a s t ,  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  s i m i l a r i t y  w i t h i n  s p e c i e s  w a s  f o u n d  t o  b e  e x t r e m e l y  h i g h .  T h e  
s i m i l a r i t y  w i t h i n  a  s p e c i e s  w a s  7 3 - 9 7  % ,  e x c e p t  f o r  i n  H .  o e d i c n e m a ,  w h i c h  s h o w e d  o n l y  
5 7  %  s i m i l a r i t y .  
T h e  f i r s t  t h r e e  p r i n c i p a l  c o o r d i n a t e s  ( P C O )  o f  t h e  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s  o f  1 3  
s p e c i e s  a c c o u n t e d  f o r  2 7  %  o f  v a r i a t i o n  ( F i g u r e  5 . 1 0 ) .  T h e  P C O  d e p i c t s ,  m o r e  o r  l e s s ,  t h e  
s a m e  p a t t e r n  o f  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  a s  s e e n  i n  t h e  c l u s t e r i n g  a n a l y s i s .  H o w e v e r ,  t h e  u s e  
o f  p r i n c i p a l  c o o r d i n a t e s  d i d  n o t  i l l u s t r a t e  t h e  c o r r e l a t i o n  p a t t e r n  a m o n g  t h e  s p e c i e s  v e r y  
w e l l ,  s i n c e  t h e  v a r i a t i o n  w a s  v e r y  l o w  f r o m  t h o s e  t h r e e  d i m e n s i o n s .  
T a b l e  5 . 6  
1  
H .  m o r d a x  
2  H .  m u c r o n a t a  
3  H .  h u d s o n i  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  p a i r - w i s e  d a t a  m a t r i x  o f  s i m p l e - m a t c h i n g  f r a g m e n t s  
s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s  c a l c u l a t e d  w i t h i n  s p e c i e s  ( o n  t h e  d i a g o n a l )  a n d  
b e t w e e n  s p e c i e s  ( b e l o w  d i a g o n a l ) .  




5  6  
7  
8  9  
1 0  1 1  1 2  1 3  
0 . 7 2 5  
0 . 1 0 0  0 . 9 0 9  
0 . 1 2 3  
0 . 1 3 7  
0 . 8 0 9  
4  H .  i n t e r m i t t e n s  0 . 1 7 0  
0 . 2 0 5  
0 . 2 3 2  0 . 8 7 0  
5  
H .  p u n c t i g e r a  
0 . 1 0 1  0 . 1 3 7  
0 . 1 3 6  0 . 1 1 5  0 . 7 3 5  
6  
H .  h i s p i d a  
0 . 0 9 4  0 . 1 5 5  
0 . 1 2 5  0 . 1 8 3  0 . 0 5 1  0 . 7 8 3  
7  
H .  s u t e r i  0 . 0 5 7  
0 . 2 7 2  
0 . 1 3 5  0 . 1 8 0  
0 . 1 0 2  
0 . 1 3 6  
0 . 9 2 8  
8  H .  e l o n g e l l a  0 . 1 4 7  0 . 1 5 9  
0 . 2 0 2  0 . 1 9 9  0 . 1 2 2  0 . 1 9 2  0 . 1 8 8  0 . 8 7 5  
9  H .  e g r e g i a l i s  0 . 1 7 0  0 . 1 4 6  
0 . 1 1 1  0 . 1 9 9  0 . 0 9 8  0 . 1 4 0  0 . 1 1 9  0 . 2 6 5  0 . 9 5 8  
1 0  H .  a n g u s / u l a  0 . 0 8 2  0 . 1 7 1  
0 . 1 2 8  0 . 2 4 2  0 . 1 0 7  0 . 1 5 5  0 . 2 2 8  0 . 2 4 4  0 . 2 2 4  0 . 7 5 4  
1 1  H .  o e d i c n e m a  0 . 1 0 1  0 . 1 8 6  0 . 1 4 1  0 . 2 2 5  0 . 1 1 8  
0 . 1 5 1  
0 . 1 8 6  
0 . 1 9 1  
0 . 1 4 7  
0 . 1 3 6  0 . 5 7 4  
1 2  H .  o v a t e l l a  0 . 1 1 8  0 . 1 6 1  0 . 1 7 4  
0 . 1 4 2  0 . 0 6 5  0 . 1 4 4  0 . 2 1 7  0 . 1 4 1  0 . 1 2 9  
0 . 2 1 5  
0 . 1 0 7  0 . 9 3 9  
1 3  H .  d e l a t o r  0 . 0 6 0  0 . 1 4 0  0 . 1 3 0  0 . 1 6 2  0 . 0 9 5  0 . 1 0 3  0 . 1 5 4  0 . 0 9 1  0 . 0 6 7  0 . 0 9 7  
0 . 1 7 3  0 . 1 4 2 0 . 9 6 8  
T a b l e  5 . 7  H o l c a s p i s  s p e c i e s  p a i r - w i s e  d a t a  m a t r i x  o f  J a c c a r d ' s  s i m i l a r i t y  
c o e f f i c i e n t  c a l c u l a t e d  w i t h i n  s p e c i e s  ( o n  t h e  d i a g o n a l )  a n d  b e t w e e n  
s p e c i e s  ( b e l o w  d i a g o n a l ) .  
S p e c i e s  
1  
2  






1 0  
1 1  1 2  1 3  
1  
H .  m o r d a x  
0 . 7 1 5  
2  H .  m u c r o n a t a  
0 . 0 5 3  0 . 8 3 6  
3  H .  h u d s o n i  
0 . 0 6 6  0 . 0 7 4 0 . 7 8 6  
4  
H .  i n t e r m i t t e n s  0 . 0 9 3  0 . 1 1 4 0 . 1 3 2  
0 . 7 9 \  
5  H .  p u n c t i g e r a  0 . 0 5 3  0 . 0 7 4 0 . 0 7 3  
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Figure 5.9 The phenogram obtained from the random amplified polymorphic DNA data 
of Holcaspis species individuals using cluster analysis with unweighted pair 
group method with arithmetic averages (UPGMA). 
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Figure 5.10 Principal coordinate analysis of Holcaspis species, a three dimensional 
projection of the taxa on axes representing the first three dimensions. 
(The percentages of variation explained by each of the three dimension are: 
1= 10.17 % , II = 8.75 %, III = 8.13 %. The total variation explained by 
the model is 27.05 %.) 
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5 . 4 . 4 . 2  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  
A  t o t a l  o f  2 7 1  f r a g m e n t s  f r o m  t h e  s i x  s e l e c t e d  p r i m e r s  w e r e ·  t r e a t e d  a s  c h a r a c t e r s  f o r  
c l a d i s t i c  a n a l y s i s  o f  9 2  i n d i v i d u a l s  f r o m  t h e  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  a n d  o n e  o u t g r o u p  
s p e c i e s ,  M .  a n t a r c t i c u s .  T h e  2 6 5  f r a g m e n t s  w e r e  p h y l o g e n e t i c a l l y  i n f o r m a t i v e  
( s y n a p o m o r p h i c )  c h a r a c t e r s .  O n l y  s i x  c h a r a c t e r s  w e r e  a u t o a p o m o r p h i c  a n d  w e r e  e x c l u d e d  
f r o m  t h e  a n a l y s i s .  T h e  F i t c h  p a r s i m o n y  a n a l y s i s  r e s u l t e d  i n  a t  l e a s t  3 0 0  e q u a l l y  
p a r s i m o n i o u s  t r e e s ,  r e q u i r i n g  a  t o t a l  o f  5 9 8  c h a r a c t e r  c h a n g e s  w i t h  a  c o n s i s t e n c y  i n d e x  
( C I )  o f  0 . 4 4 3  ( K l u g e  a n d  F a r r i s  1 9 6 9 ) .  C a l c u l a t i o n  o f  t h e  c o n s i s t e n c y  i n d e x  e x c l u d e d  
u n i n f o r m a t i v e  c h a r a c t e r s  ( a u t o a p o m o r p h i e s ) .  T h e  s t r i c t  c o n s e n s u s  t r e e  o f  i n d i v i d u a l s  w a s  
c o n s t r u c t e d  f r o m  t h e  3 0 0  p a r s i m o n i o u s  t r e e s  ( F i g u r e  5 . 1 1 ) .  
T h e  c l a d o g r a m  o f  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  u s i n g  t h e  R A P D - P C R  d a t a  i s  d e p i c t e d  i n  
F i g u r e  5 . 1 1 .  I t  s h o w s  H .  o v a t e l l a  a n d  H .  s u t e r i  g r o u p e d  t o g e t h e r  a n d  t h e y  a r e  t h e  s i s t e r  
g r o u p  t o  H .  m u c r o n a t a .  T h i s  g r o u p  i s  t h e n  t h e  s i s t e r  g r o u p  o f  H .  d e l a t o r  a n d  H .  
o e d i c n e m a .  T h e  s i s t e r  g r o u p  o f  H .  a n g u s t u l a  i s  a  c l a d e  c o n s i s t i n g  o f  H .  e l o n g e l l a  a n d  H .  
e g r e g i a l i s .  H o l c a s p i s  h i s p i d a  i s  c l u s t e r e d  w i t h  H .  i n t e r m i t t e n s  a n d  c o n n e c t e d  t o  t h e  c l a d e  
o f  H .  a n g u s t u l a ,  H .  e l o n g e l l a  a n d  H .  e g r e g i a l i s .  H o l c a s p i s  m o r d a x  a n d  H .  p u n c t i g e r a  a r e  
t o g e t h e r  a n d  c o n n e c t e d  t o  t h e  c l a d e  o f  H .  i n t e r m i t t e n s  a n d  H .  h i s p i d a .  T h e  g e n o m e  o f  H .  
h u d s o n i  w a s  f o u n d  t o  b e  d i s t i n c t  f r o m  t h e  g e n o m e  o f  t h e  o t h e r  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
H o w e v e r ,  t h e  s e p a r a t i o n  o f  H .  h u d s o n ;  f r o m  t h e  o t h e r  1 2  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w a s  s l i g h t l y  
l e s s  s u p p o r t e d  b y  i t  o n l y  s h a r i n g  a  f e w  s y n a p o m o r p h i e s .  
5 . 5  D i s c u s s i o n  
F r o m  t h i s  s t u d y ,  t h e  u s e  o f  t h e  S o u t h e r n  b l o t  t e c h n i q u e  w a s  s u c c e s s f u l  i n  c o n f i r m i n g  
t h e  s i m i l a r i t y  o f  D N A  s e q u e n c e s  b e t w e e n  R A P D - P C R  b a n d s .  H o w e v e r ,  t h e  S o u t h e r n  b l o t  
t e c h n i q u e  a l s o  p r o d u c e d  w e a k  p o s i t i v e  s i g n a l s  o f  a d d i t i o n a l  b a n d s  t h a t  m i g r a t e d  t o  
u n e x p e c t e d  p o s i t i o n s  ( a s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e s  5 . 5 B  a n d  5 . 5 C ) .  T h e s e  b a n d s  w e r e  
s o m e t i m e s  s m a l l e r  o r  l a r g e r  t h a n  t h e  p r o b e .  H o w e v e r ,  t h e i r  e x a c t  n a t u r e  i s  u n c l e a r .  T h e y  
m a y  c o r r e s p o n d  t o :  1 )  t h e  s a m e  D N A  s e q u e n c e  a m p l i f i e d  f r o m  a n  a l t e r n a t i v e  p r i m e r  
b i n d i n g  s i t e ;  2 )  a  s e q u e n c e  o f  D N A  p r e s e n t  a t  a  d i f f e r e n t  l o c a t i o n  b u t  h o m o l o g o u s  ( h a v i n g  
Figure 5.11 The strict consensus tree of all Holcaspis individuals produced 
from 300 most parsimonious trees using parsimony analysis. 
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a  s i m i l a r  s e q u e n c e )  t o  t h e  p r o b e ;  3 )  a  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A  f r o m  t h e  s a m e  s e q u e n c e ,  
w h i c h  m i g r a t e s  t o  a  d i f f e r e n t  l o c a t i o n  i n  t h e  a g a r o s e  g e l ;  o r  4 )  h e t e r o l o g o u s  D N A  
h y b r i d i z i n g  t o  D N A  f r o m  o t h e r  b a n d s  t h a t  m a y  h a v e  c o n t a m i n a t e d  t h e  p r o b e  d u r i n g  i t s  
p u r i f i c a t i o n .  T h i s  c o n t a m i n a t i n g  D N A  m a y  p r o d u c e  t h e  e x t r a  b a n d s .  A l t h o u g h  t h e  p r o b e  
w a s  c h e c k e d  a f t e r  p u r i f i c a t i o n ,  g i v i n g  a  s i n g l e  b a n d  o n  a n  a g a r o s e  g e l ,  t h e  q u a n t i t y  o f  
D N A  r u n  i n  t h e  g e l  w a s  v e r y  l o w  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  c o n t a m i n a t i n g  b a n d s  w e r e  n o t  
d e t e c t e d .  
D e s p i t e  t h e s e  u n e x p e c t e d  b a n d s ,  t h e  n a t u r e  o f  w h i c h  c a n  b e  p r e c i s e l y  d e t e r m i n e d  
o n l y  b y  s e q u e n c i n g ,  t h e  S o u t h e r n  b l o t s  w e r e  i n f o r m a t i v e .  T h e  w a s h e s ,  a f t e r  h y b r i d i z a t i o n ,  
w e r e  d o n e  u n d e r  s t r i n g e n t  c o n d i t i o n s .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  ( w a s h  t e m p e r a t u r e  6 5 ° C ,  
l o w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ) ,  t h e  p r o b e  w i l l  n o t  b i n d  t o  D N A  t h a t  i s  n o t  h i g h l y  h o m o l o g o u s .  
T h e  m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  D N A  h y b r i d  i s  r e d u c e d  b y  1 ° C  f o r  e v e r y  1  %  o f  s e q u e n c e  
m i s m a t c h  b e t w e e n  t h e  t w o  s t r a n d s  ( B o n n e r  e t  a l .  1 9 7 3 ) .  T h e r e f o r e  t h e  D N A  t o  w h i c h  t h e  
p r o b e  a t t a c h e s  i s  h i g h l y  h o m o l o g o u s  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  i n  8 8  %  o f  t h e  
c a s e s ,  c o - m i g r a t i n g  b a n d s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  s a m e  D N A .  
A n  e s s e n t i a l  q u e s t i o n  w h e n  l o o k i n g  a t  c h a r a c t e r s  b e i n g  c o n s i d e r e d  f o r  u s e  i n  
p h y l o g e n e t i c  s t u d i e s  i s  t h e  h o m o l o g y  o f  t h e  c h a r a c t e r s .  F o r  p h y l o g e n y ,  a  h o m o l o g o u s  
c h a r a c t e r  i s  a n  i n h e r i t a b l e  c h a r a c t e r .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  ( c h a r a c t e r s )  
f r o m  R A P D - P C R  a r e  d i r e c t  p o r t i o n s  o f  t h e  g e n o m e ,  a n d  t h e r e f o r e  a r e  h i g h l y  h e r i t a b l e .  
A  p o s s i b l e  w e a k n e s s  o f  t h i s  a p p r o a c h  f o r  p h y l o g e n e t i c  s t u d i e s  i s  t h a t  t h e  R A P D -
P C R  m a y  a m p l i f y  ' j u n k '  ( n o n - c o d i n g )  D N A ,  s u c h  a s  D N A  t h a t  d o e s  n o t  c o n t a i n  g e n e s  
t h a t  i s  t h o u g h t  t o  m a k e  u p  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  t o t a l  g e n o m i c  D N A  ( L e w i n  1 9 9 0 ) .  T h i s  
D N A  i s  n o t  e x p r e s s e d  a n d  t h e r e f o r e  i s  u n d e r  d i f f e r e n t  e v o l u t i o n a r y  c o n s t r a i n t s .  H o w e v e r ,  
t h e  p r i m e r s  s e l e c t e d  h a d  5 0 - 7 0  %  C + G  c o n t e n t  a n d  a r e  t h u s  m o r e  l i k e l y  t o  b i n d  t o  
e x p r e s s e d  D N A ,  w h i c h  h a s  a  h i g h  C + G  c o n t e n t ,  t h a n  t o  n o n - e x p r e s s e d  D N A .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  s h o w e d  t h a t  t h e  c l a d o g r a m s  a n d  p h e n o g r a m  p r o d u c e d  f r o m  
c l a d i s t i c  a n d  p h e n e t i c  a n a l y s e s  o f  H o l c a s p i s  R A P D - P C R  d a t a  s h o w  r e l a t i v e l y  h i g h l y  
c o n g r u e n t  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  T h e  r e s u l t s ,  f r o m  b o t h  p h e n e t i c  a n d  
c l a d i s t i c  a n a l y s i s ,  c o n f i r m e d  t h e  c l o s e  r e l a t i o n s h i p  o f  H .  m o r d a x  a n d  H .  p u n c t i g e r a .  T h e  
s i m i l a r i t y  o f  t h e s e  t w o  s p e c i e s  w a s  s u g g e s t e d  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  E v e n  t h o u g h  t h e  t w o  
s p e c i e s  a r e  w e l l  s e p a r a t e d  g e o g r a p h i c a l l y ,  t h e y  a p p a r e n t l y  s h a r e  p a r t s  o f  t h e  s a m e  g e n e  
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p o o l .  T h e  r e s u l t s  a l s o  s u g g e s t  t h a t  H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x  a r e  m o r e  g e n e t i c a l l y  
d i v e r g e n t  t h a n  t h e  r e s t  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  T h i s  r e s u l t  a g r e e s  w i t h  t h e  r e s u l t  f r o m  t h e  
a l l o z y m e  d a t a  ( C h a p t e r  4 ) .  A l s o ,  s i m i l a r  t o  t h e  a l l o z y m e  d a t a ,  H .  d e l a t o r  a n d  H .  
o e d i c n e m a  w e r e  c l u s t e r e d  t o g e t h e r  i n  b o t h  a n a l y s e s .  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 )  p l a c e d  H .  d e l a t o r  i n  
t h e  o e d i c n e m a  s p e c i e s  g r o u p ,  i n d i c a t i n g  a  r e l a t i v e l y  c l o s e  r e l a t i o n s h i p .  T h e  g r o u p i n g  o f  
t h e  c l a d e  H .  e l o n g e l l a ,  H .  e g r e g i a l i s  a n d  H .  a n g u s t u l a  w a s  c o n g r u e n t  i n  b o t h  t h e  p h e n e t i c  
a n d  c l a d i s t i c  a n a l y s e s  a n d  s t r o n g l y  c o n g r u e n t  w i t h  t h e  a l l o z y m e  d a t a  r e s u l t s  ( C h a p t e r  4 ) .  
T h i s  s t u d y  h a s  s h o w n  w i t h  t h e  v a l u e  o f  c o n s i s t e n c y  i n d e x  o f  0 . 4 3 3  i n  t h a t  t h e  t r e e  
d e r i v e d  f r o m  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  g a v e  c o n s i d e r a b l e  c o n v e r g e n c e  ( 5 6  %  h o m o p l a s y ) ,  a s  w e l l  
a s  t h e  l o w  g e n e t i c  s i m i l a r i t y  o f  e a c h  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  c l u s t e r i n g  a n a l y s i s .  T h e  h i g h  
d e g r e e  o f  h o m o p l a s y  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  l a r g e  n u c l e o t i d e  d i v e r s i t i e s  i n  t h e  g e n o m e s  
o f  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  C a c c o n e  a n d  P o w e l l  ( 1 9 9 0 )  p o i n t e d  t h a t  t h e r e  i s  a  h i g h  r a t e  o f  
d i v e r g e n c e  i n  i n s e c t  g e n o m i c  D N A  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  s o r t s  o f  D N A .  T h e  s a m e  r e s u l t  
w a s  a l s o  s h o w n  i n  D r o s o p h i l a  w h e r e  t h e r e  w a s  h i g h  p o p U l a t i o n  d i v e r s i t y  i n  t h e  g e n o m i c  
D N A  ( C a c c o n e  a n d  P o w e l l  1 9 9 0 ) .  
A t  t h e  i n t r a s p e c i f i c  l e v e l ,  i n  b o t h  t h e  c l a d o g r a m s  a n d  p h e n o g r a m ,  t h e  p o p u l a t i o n s  o f  
H .  o e d i c n e m a  s h o w  a  g r e a t e r  d e g r e e  o f  h e t e r o g e n e i t y  w i t h i n  t h e  s p e c i e s  g r o u p ,  w h i c h  
s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  c o u l d  b e  a  s p e c i e s  c o m p l e x  i n v o l v e d .  M o r e o v e r ,  t h e  s t u d y  s u g g e s t s  
t h a t  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  g e n o m i c  v a r i a t i o n  a m o n g  H .  o e d i c n e m a  i n d i v i d u a l s  w a s  
m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h a t  d e t e c t e d  i n  t h e  o t h e r  s p e c i e s .  T h i s  c o i n c i d e d  w i t h  a  l a r g e  n u m b e r  
o f  p o l y m o r p h i s m s  o r  a  l o w  p e r c e n t a g e  o f  m o n o m o r p h i s m  o f  t h e  g e n o m e  ( a s  s h o w n  i n  t h e  
T a b l e  5 . 5 ) .  T h e  r e s u l t  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  h i g h  d e g r e e  o f  v a r i a t i o n  i n  m o r p h o l o g y  o f  t h i s  
s p e c i e s .  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 )  n o t e d  t h a t  H .  o e d i c n e m a ,  t h e  o n l y  s p e c i e s  d i s t r i b u t e d  i n  b o t h  t h e  
N o r t h  a n d  S o u t h  I s l a n d s ,  h a d  e x t r e m e l y  v a r i a b l e  m o r p h o l o g y .  C h a r a c t e r s  s u c h  a s  b o d y  
s i z e ,  i n t e n s i t y  a n d  t y p e  o f  e l y t r a l  s c u l p t u r e ,  a n d  n u m b e r  o f  s e t a e  o n  t h e  p r o  n o t a l  m a r g i n  a l l  
v a r i e d  w i d e l y .  S o m e  d i s t i n c t i v e  p o p u l a t i o n s  c a n  b e  r e c o g n i s e d  v i s u a l l y  ( E m b e r s o n ,  p e r s .  
c o m . ) .  T h e  e x t r e m e  g e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  H .  o e d i c n e m a  a l s o  w a s  s u p p o r t e d  b y  s h o w i n g  
r e l a t i v e l y  h i g h  l e v e l  o f  h e t e r o z y g o s i t y  f r o m  a l l o z y m e  d a t a  ( C h a p t e r  4 )  a n d  i t  c a n  b e  
e x p l a i n e d ,  a s  p o i n t e d  o u t  b y  A y a l a  ( 1 9 7 5 ) ,  t h a t  i t  o c c u r s  i f  t h e r e  i s  l i t t l e  o r  n o  g e n e  f l o w  
b e t w e e n  p o p u l a t i o n s  o f  s p e c i e s  t h a t  a r e  g e o g r a p h i c a l l y  i s o l a t e d .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  
p o p u l a t i o n s  c o u l d  g r a d u a l l y  b e c o m e  g e n e t i c a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  a s  a  r e s u l t  o f  t h e i r  
1 1 1  
a d a p t a t i o n  t o  d i f f e r e n t  e n v i r o n m e n t s .  
A t  t h i s  p o i n t ,  r e g a r d i n g  t h e  h i g h l y  c o n g r u e n t  r e s u l t  f r o m  b o t h  R A P D - P C R  d a t a  a n d  
a l l o z y m e  d a t a ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  
t o  b e  a  u s e f u l  m e t h o d  f o r  e s t i m a t i n g  t h e  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  a n d  f o r  
d e t e c t i n g  t h e  g e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  s p e c i e s ,  i n  t h i s  c a s e  H .  o e d i c n e m a .  
I n  c o n c l u s i o n ,  a p a r t  f r o m  r e v e a l i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  t h e  
r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  a l s o  i n d i c a t e  t h a t  e v e n  t h o u g h  t h e r e  i s  s o m e  v a r i a t i o n  a m o n g  
i n d i v i d u a l s  w i t h i n  a  s p e c i e s ,  s o m e  D N A  f r a g m e n t s  a r e  c o n s e r v e d  a n d  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  
a  s p e c i e s  a n d  p r e s e n t  i n  i n d i v i d u a l s  o f  t h a t  s p e c i e s .  T h u s  t h e  u n i q u e  b a n d i n g  p a t t e r n  o f  a l l  
i n d i v i d u a l s  c a n  b e  u s e d  t o  c o n s t r u c t  a  c h a r a c t e r i s t i c  p r o f i l e  o f  s u c h  a  s p e c i e s .  T h i s  s t u d y  
h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  h a s  a  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  c o r r e c t l y  
g r o u p i n g  t o g e t h e r  a l l  i n d i v i d u a l s  b e l o n g i n g  t o  t h e  s a m e  s p e c i e s .  T h i s  p h e n o m e n o n ,  o f  
a c c u r a t e l y  g r o u p i n g  i n d i v i d u a l s ,  w a s  s i m i l a r  t o  t h e  w o r k  o f  K a m b h a m p a t i  e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) .  
T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  R A P D  t e c h n i q u e  w a s  s e n s i t i v e  i n  i d e n t i f y i n g  a n  u n k n o w n  s p e c i e s ,  
w h i c h  w a s  c o r r e c t l y  i d e n t i f i e d  a s  b e l o n g i n g  t o  t h e  A e d e s  a l b o p i c t u s  g r o u p .  
T h e  R A P D - P C R  i s  v e r y  u s e f u l  f o r  w o r k  i n  w h i c h  t h e r e  i s  o n l y  a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  
t i s s u e  a v a i l a b l e .  T h u s  i t  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  i n  i n s e c t  t a x o n o m y  b e c a u s e  i t  a l l o w s  
i n d i v i d u a l  s p e c i m e n s  t o  b e  c h a r a c t e r i z e d .  A l s o ,  i n  s p e c i e s  w h e r e  n o  s e q u e n c e  i n f o r m a t i o n  
i s  a v a i l a b l e ,  o t h e r  m e t h o d s  o f  g e n o m e  a n a l y s i s  s u c h  a s  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t a l  l e n g t h  
p o l y m o r p h i s m s  ( R F L P s )  o r  s e q u e n c i n g ,  m a y  b e  t o o  t i m e  c o n s u m i n g  o r  r e q u i r e  e x c e s s i v e  
t i s s u e .  I n  t h e s e  c a s e s ,  t h e  R A P D - P C R  m a y  b e  t h e  o n l y  r e a l i s t i c  m o l e c u l a r  m e t h o d .  
B e s i d e s  w h i c h  i t  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  a  t e c h n i c a l l y  r e l a t i v e l y  s i m p l e  a n d  q u i c k  
m o l e c u l a r  t e c h n i q u e .  
5 . 6  S u m m a r y  
T h e  R A P D - P C R  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  i n  o r d e r  t o :  1 )  a s s e s s  i t s  v a l u e  
f o r  s y s t e m a t i c s  s t u d i e s ;  2 )  a s s e s s  t h e  d e g r e e  o f  p o l y m o r p h i s m  w i t h i n  t h e  g e n u s ;  a n d  3 )  
i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h i s  a p p r o a c h  w a s  s u i t a b l e  f o r  s t u d y i n g  t h e  g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  
H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
O p t i m a l  R A P D - P C R  c o n d i t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  p r i m e r  c o n c e n t r a t i o n ,  
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m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  R A P D - P C R  p r o g r a m m e ,  f o r  r e p r o d u c i b l e  a n d  
f o r m a t i v e  o f  a m p l i f y i n g  b a n d i n g  p a t t e r n s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
A  s u b s e t  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w a s  e v a l u a t e d  f o r  v a r i a b i l i t y  u s i n g  a  s e t  o f  2 0  r a n d o m  
1 0  b a s e  o l i g o n u c l e t i o d e  p r i m e r s .  S i x  o u t  o f  2 0  t e s t e d  p r i m e r s  g a v e  f o r m a t i v e  s c o r a b l e  
b a n d i n g  p a t t e r n s  a n d  s h o w e d  p o l y m o r p h i s m  b e t w e e n  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
T h e  R A P D - P C R  s h o w e d  g r e a t  p r o m i s e  f o r  g r o u p i n g  i n d i v i d u a l s  t o g e t h e r  i n  
r e c o g n i z e d  s p e c i e s .  O n l y  H .  o e d i c n e m a  s h o w e d  e x t r e m e  i n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n  w i t h  7 8  %  
p o l y m o r p h i c  b a n d s  a n d  a p p r o x i m a t e l y  5 7  %  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t .  
A  t o t a l  o f  2 7 1  b a n d  p o s i t i o n s  w e r e  s c o r e d  o n  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  ( 1 / 0 )  f o r  a l l  
i n d i v i d u a l s  s t u d i e d .  P a i r - w i s e  c o m p a r i s o n s  w e r e  u s e d  t o  g e n e r a t e  s i m p l e - m a t c h i n g  ' s  
s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s  u s i n g  s h a r e d  f r a g m e n t s  a n d  J a c c a r d ' s  s i m i l a r i t y  c o e f f i c i e n t s  u s i n g  
u n i q u e  a n d  s h a r e d  f r a g m e n t s .  T h e s e  d a t a  w e r e  e m p l o y e d  t o  c o n s t r u c t  p h e n o g r a m s  u s i n g  
a n  u n w e i g h t e d  p a i r  g r o u p  m e t h o d  w i t h  a r i t h m e t i c a l  a v e r a g e s .  T h e  t w o  p h e n o g r a m s  w e r e  
i d e n t i c a l .  P r i n c i p a l  c o o r d i n a t e  a n a l y s i s  s h o w e d  m o r e  o r  l e s s  t h e  s a m e  s i m i l a r i t y  o f  s p e c i e s  
r e l a t i o n s h i p s  a s  t h e  p h e n o g r a m s .  H o w e v e r ,  t h e  p a t t e r n  o f  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  w a s  
i n d i s t i n c t .  
T h e  c l a d i s t i c  m e t h o d  b a s e d  o n  t h e  p r i n c i p l e  o f  m a x i m u m  p a r s i m o n i o u s  a n a l y s i s  w a s  
a l s o  a p p l i e d  f o r  c o n s t r u c t i n g  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  b o t h  t h e  
c l a d o g r a m  a n d  p h e n o g r a m  d e r i v e d  f r o m  c l a d i s t i c  a n d  p h e n e t i c  m e t h o d s  w e r e  r e l a t i v e l y  
h i g h l y  c o n g r u e n t .  T h e  p a t t e r n  o f  g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  d e r i v e d  f r o m  
R A P D - P C R  d a t a  w a s  r e l a t i v e l y  h i g h l y  c o n g r u e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  f r o m  a l l o z y m e  d a t a  
( C h a p t e r  4 ) .  T h e r e f o r e  i t  c a n  b e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  i s  a  p o t e n t i a l l y  
u s e f u l  t e c h n i q u e  t o  i n v e s t i g a t e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  t a x a .  
C H A P T E R  6  
T h e  c l a d i s t i c s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s :  c o n g r u e n c e  t e s t i n g  b y  
t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  a n d  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  
6 . 1  I n t r o d u c t i o n  
I t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  w h e n  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s ,  f r o m  t h e  s a m e  s e t  o f  t a x a  a r e  
a n a l y z e d  t o  e s t i m a t e  p h y l o g e n y ,  t h i s  o f t e n  r e s u l t s  i n  d i s s i m i l a r ,  o r  s i m i l a r  b u t  n o n -
i d e n t i c a l ,  t r e e s  ( F a r r i s  1 9 7 1 ;  S w o f f o r d  1 9 9 1 ;  B a u m  1 9 9 2 ;  V a n e - W r i g h t  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  
C o n f l i c t s  i n  p h y l o g e n e t i c  r e s u l t s  f r o m  u s i n g  d i f f e r e n t  d a t a  s e t s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  m a n y  
s t u d i e s .  F o r  e x a m p l e ,  V a n e - W r i g h t  e t  a l .  ( 1 9 9 2 )  c o m p a r e d  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  o f  m i l k w e e d  
b u t t e r f l i e s  ( N y m p h a l i d a e :  D a n a i n a e )  d e r i v e d  f r o m  m o r p h o l o g i c a l  d a t a  a n d  c h e m i c a l  d a t a  
w h i c h  w e r e  b a s e d  o n  t h e  e x t r a c t i o n  o f  m a l e  v o l a t i l e  s u b s t a n c e s .  T h e y  f o u n d  i n c o n g r u e n c e  
b e t w e e n  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a n d  c h e m i c a l  d a t a .  S h a f f e r  e t  a l .  ( 1 9 9 1 )  r e p o r t e d  c o n f l i c t i n g  
r e s u l t s  i n  a  s t u d y  o f  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  s a l a m a n d e r  f a m i l y  
A m b y s t o m a t i d a e ,  u s i n g  a l l o z y m e  d a t a  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p r e v i o u s  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  
m o r p h o l o g i c a l  d a t a .  
T h e o r e t i c a l l y ,  p h y l o g e n i e s  i n f e r r e d  f r o m  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s  s h o u l d  b e  c o n g r u e n t  
w i t h  t h e  t r u e  t r e e  a n d  t h e r e f o r e  w i t h  e a c h  o t h e r  ( P e n n y  a n d  H e n d y  1 9 8 6 ;  S w o f f o r d  1 9 9 1 ) .  
I n  p r a c t i c e ,  h o w e v e r ,  t h e  i d e a l  o f  p e r f e c t  c o n g r u e n c e  i s  h a r d  t o  a c h i e v e .  B a u m  ( 1 9 9 2 )  
c o m m e n t e d  t h a t  d i f f e r e n t  d a t a  s e t s  m a y  b e  r e f l e c t i n g  t h e  s a m e  p h y l o g e n e t i c  s c h e m e  o f  
t h o s e  t a x a  b u t  t h e  c h a r a c t e r s  u s e d  m a y  b e  S U b j e c t e d  t o  r a n d o m  e r r o r  a n d ,  c o n s e q u e n t l y ,  
d i f f e r e n t  s a m p l e s  o f  c h a r a c t e r s  m a y ,  b y  c h a n c e ,  y i e l d  d i f f e r e n t  r e s u l t s .  
U n t i l  n o w ,  t h e r e  h a s  b e e n  c o n s i d e r a b l e  d e b a t e  o v e r  w h e t h e r  d i f f e r e n t  t a x o n o m i c  
r e s u l t s  f o r  t h e  s a m e  s e t  o f  t a x a ,  f r o m  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s ,  c a n  b e  m i n i m i z e d  b y  u s i n g  
e i t h e r  c o n s e n s u s  t e c h n i q u e s  o r  a  c o m b i n a t i o n  t e c h n i q u e  ( M i y a m o t o  1 9 8 5 ;  H i l l i s  1 9 8 7 ;  
F a i t h  1 9 8 8 ;  B a u m  1 9 9 2 ) .  T h e s e  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  n a m e d  ' t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e '  
a n d  ' c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e '  ( o r  t o t a l  e v i d e n c e )  m e t h o d s ,  r e s p e c t i v e l y  ( K l u g e  1 9 8 9 ;  S h a f f e r  
e t  a l .  1 9 9 1 ;  V a n e - W r i g h t  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  T h e  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  m e t h o d  f o c u s e s  o n  
c o n s t r u c t i n g  c o n s e n s u s  t r e e s  f r o m  t h e  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  g e n e r a t e d  b y  d i f f e r e n t  m e t h o d s  o r  
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d a t a  s e t s  a n d  r e s u l t s  i n  a  c o m p r o m i s e  c l a s s i f i c a t i o n  ( A d a m  1 9 7 2 ;  M i c k e v i c h  1 9 7 8 ;  N e l s o n  
1 9 7 9 ;  N e l s o n  a n d  P l a t n i c k  1 9 8 1 ;  S c h u h  a n d  F a r r i s  1 9 8 1 ;  R o h l f  1 9 8 2 ) .  T h e  c h a r a c t e r  
c o n g r u e n c e  m e t h o d  c o m b i n e s  a l l  o f  t h e  a v a i l a b l e  c h a r a c t e r  s e t s  u s e d  i n t o  a  s i n g l e  p o o l e d  
d a t a  s e t  f o r  a n a l y s i s  ( K l u g e ,  1 9 8 9 ;  M i y a m o t o ,  1 9 8 5 ) .  
T h e  p r i m a r y  o b j e c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  e l u c i d a t e  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  
t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  u s i n g  d i f f e r e n t ,  i n d e p e n d e n t l y  g e n e r a t e d  d a t a  s e t s .  H o w e v e r ,  t h e  
p h y l o g e n e t i c  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s :  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  
a n d  R A P D - P C R  d a t a  ( C h a p t e r s  3 ,  4  a n d  5 ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  r e s u l t e d  i n  d i f f e r e n t  i n f e r r e d  
p h y l o g e n e t i c  p a t t e r n s .  
S i n c e  t h e  p h e n e t i c  m e t h o d ,  u s i n g  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  ( C h a p t e r  3 )  d i d  n o t  p r o d u c e  
u s e f u l  r e s u l t s  t o  e x p l a i n  t h e  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  H o l c a s p i s  s p e c i e s ,  t h i s  c h a p t e r  w i l l  f o c u s  
o n l y  o n  t h e  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  u s i n g  m a x i m u m  p a r s i m o n y  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p h y l o g e n e t i c  
r e l a t i o n s h i p s .  
T h u s ,  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  c h a p t e r  i s  t o  e s t i m a t e  a n d  a s s e s s  t h e  b e s t - f i t  o f  t h e  
p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  i n  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  f r o m  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  d a t a  c h a r a c t e r  
s e t s :  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  a n d  R A P D - P C R  d a t a .  
6 . 2  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
I n  t h e  a n a l y s i s ,  t h e  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  a l l o z y m e  d a t a  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  C h a p t e r  
4  ( F i g u r e s  4 . 3  a n d  4 . 4 ) .  F o r  t h e  p u r p o s e  o f  c o m p a r i s o n ,  t h e  o t h e r  t w o  c h a r a c t e r  s e t s  
( m o r p h o l o g i c a l  a n d  R A P D - P C R )  w e r e  r e a n a l y s e d  s e p a r a t e l y  i n  o r d e r  t o  h a v e  t h e  s a m e  
t a x a  a s  t h e  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  a l l o z y m e  d a t a .  
T h e  m o r p h o l o g i c a l  d a t a ,  c o m p r i s i n g  2 6  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ,  w e r e  o b t a i n e d  
f r o m  C h a p t e r  3 .  T h i r t e e n  o f  t h e  3 0  H o l c a s p i s  s p e c i e s  w e r e  u s e d  i n  t h e  a n a l y s i s .  
T h e  R A P D - P C R  d a t a  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  C h a p t e r  5 .  I n  o r d e r  t o  k e e p  t h e  n u m b e r  
o f  t a x a  m a n a g e a b l e  a n d  f o r  c o m p a t i b i l i t y  w i t h  t h e  o t h e r  t w o  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s ,  t h e  d a t a  
f r o m  a l l  i n d i v i d u a l s  w e r e  l u m p e d  ( A p p e n d i x  1 ) .  E a c h  s p e c i e s  w a s  r e p r e s e n t e d  b y  a l l  
i n d i v i d u a l .  T h e  f r a g m e n t  p r o f i l e  o f  a  s p e c i e s  w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  t h e  c r i t e r i o n  t h a t  t h e  
s c o r a b l e  f r a g m e n t  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a  s p e c i e s  i f  i t  i s  s h a r e d  b y  a t  l e a s t  t w o  i n d i v i d u a l s  o f  
t h a t  s p e c i e s .  T h e  d a t a  f r o m  b o t h  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a n d  R A P D  m e t h o d s  w e r e  t r e a t e d  a s  
1 1 5  
c o m p r i s i n g  u n o r d e r e d  c h a r a c t e r s .  
T o  d e r i v e  t h e  H o l c a s p i s  p h y l o g e n e t i c  t r e e  f r o m  t h r e e  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s ,  b o t h  
t h e  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  m e t h o d  a n d  t h e  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  m e t h o d  ( c o n s e n s u s  
t e c h n i q u e )  w e r e  u s e d .  A l l  t h r e e  d a t a  s e t s  w e r e  c o m b i n e d  i n  t h e  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  
m e t h o d  b y :  1 )  a d d i n g  t h e  d a t a  s e t s  o f  2 6  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ,  1 3  a l l o z y m e  l o c i  
c h a r a c t e r s  a n d  2 7 1  R A P D - P C R  c h a r a c t e r s  ( A p p e n d i x  2 ) ;  2 )  a d d i n g  t h e  d a t a  s e t s  o f  2 6  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ,  4 2  a l l o z y m e  a l l e l e  c h a r a c t e r s  a n d  2 7 1  R A P D - P C R  c h a r a c t e r s  
( A p p e n d i x  3 ) .  T h e  r e s u l t i n g  d a t a  s e t s  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  h e u r i s t i c  m e t h o d  w i t h  t r e e  
b i s e c t i o n  r e c o n n e c t i o n  i n  b r a n c h - s w a p p i n g  ( l 0 0  r a n d o m  s e e d i n g s )  o p t i o n  o f  P A U P  3 . 0  
( S w o f f o r d  1 9 9 2 ) .  M e g a d r o m u s  a n t a r c t i c u s  w a s  u s e d  a s  t h e  o u t g r o u p  a n d  a l l  c h a r a c t e r s  
w e r e  t r e a t e d  a s  u n o r d e r e d .  
F o r  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  a n a l y s i s ,  t h e  s h o r t e s t  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  e a c h  c h a r a c t e r  
s e t  w e r e  c o m b i n e d  b y  u s i n g  t h e  c o n s e n s u s  t r e e  o p t i o n  i n  P A U P  3 . 0  o f  S w o f f o r d  ( 1 9 9 2 ) .  
T h e r e  w e r e  t w o  o p t i o n s  u s e d  i n  t h i s  a n a l y s i s :  1 )  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  m o r p h o l o g i c a l  d a t a ,  
a l l o z y m e  l o c u s  d a t a  a n d  R A P D - P C R  d a t a ;  a n d  2 )  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  m o r p h o l o g i c a l  d a t a ,  
a l l o z y m e  a l l e l e  d a t a  a n d  R A P D - P C R  d a t a .  
6 . 3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
6 . 3 . 1  P h y l o g e n e t i c  t r e e s  b a s e d  o n  e a c h  c h a r a c t e r  s e t  
P a r s i m o n y  a n a l y s i s  o f  t h e  1 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  u s i n g  t h e  2 6  m o r p h o l o g i c a l  
c h a r a c t e r s  ( C h a p t e r  3 ,  T a b l e  3 . 1 )  p r o d u c e d  t w o  s h o r t e s t  t r e e s  o f  l e n g t h  o f  6 8  c h a r a c t e r  
c h a n g e s ,  c o n s i s t e n c y  i n d e x  ( C l )  o f  0 . 5 1 5  a n d  r e t e n t i o n  i n d e x  ( R I )  o f  0 . 5 7 1 .  T h e s e  t r e e s  
w e r e  c o n d e n s e d  a s  a  m a j o r i t y  r u l e  c o n s e n s u s  t r e e  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  6 . 1 .  
F r o m  t h e  a l l o z y m e  a n a l y s i s  u s i n g  t h e  4 2  a l l e l e s  ( e l e c t r o m o r p h s )  a n d  1 3  l o c i  o b t a i n e d  
f r o m  C h a p t e r  4  ( F i g u r e s  4 . 3  a n d  4 . 4 ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  t w o  m o s t  p a r s i m o n i o u s  t r e e s  w i t h  a  
l e n g t h  o f  1 2 5  c h a r a c t e r  c h a n g e s ,  C l  o f  0 . 3 3 6  a n d  R I  o f  0 . 4 6 1  w e r e  d e r i v e d  b y  s c o r i n g  
e a c h  a l l e l e  a s  a  c h a r a c t e r .  T h e s e  t w o  t r e e s  w e r e  c o n d e n s e d  a s  a  m a j o r i t y  r u l e  c o n s e n s u s  
t r e e  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  6 . 3 .  A  s i n g l e ,  m o s t  p a r s i m o n i o u s  t r e e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
a n a l y s i s  b y  c o d i n g  e a c h  l o c u s  a s  a  c h a r a c t e r  ( F i g u r e  4 . 4 :  l e n g t h  o f  1 3 2  c h a r a c t e r  c h a n g e s ,  
Figure 6.1 Majority rule consensus tree of the two shortest trees derived from 
morphological data from Holcaspis species. (The percentage of two 
shortest trees that contain that component are indicated along each 
branch.) 
Figure 6.2 Majority rule consensus tree of the two shortest trees derived from 
RAPD-PCR data of Holcaspis species. (The percentage of two shortest 
trees that contain that component are indicated along each branch.) 
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Figure 6.3 Majority rule consensus tree of Holcaspis species of the two shortest trees 
derived from aIlozyme data using independent allele as character. (The 
percentage of two shortest trees that contain that component are indicated 
along each branch.) 
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C I  o f  0 . 3 1 8  a n d  R I  o f  0 . 4 1 6 ) .  
P a r s i m o n y  a n a l y s i s  o f  t h e  2 7 1  c h a r a c t e r s  o f  t h e  R A P D - P C R  f r o m  s p e c i e s  p o o l e d  
d a t a  ( A p p e n d i x  2 )  a l s o  y i e l d e d  t w o  m o s t  p a r s i m o n i o u s  t r e e s  b u t  o f  l e n g t h  o f  3 9 4  c h a r a c t e r  
c h a n g e s ,  C I  o f  0 . 6 6 0  a n d  R I  o f  0 . 1 7 4 .  T h e s e  t w o  t r e e s  w e r e  c o n d e n s e d  a s  a  m a j o r i t y  r u l e  
c o n s e n s u s  t r e e  ( F i g u r e  6 . 2 ) .  
6 . 3 . 2  A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  p h y l o g e n y  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  u s i n g  t a x o n o m i c  
c o n g r u e n c e  a n d  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  m e t h o d s  
T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  t r e e s  p r o d u c e d  f r o m  a l l o z y m e  d a t a  s e t  ( a l l e l e  a n d  l o c u s )  a n d  
R A P D - P C R  d a t a  s e t s  c o r r e s p o n d e d ,  w i t h  s o m e  g r o u p s  i n  c o m m o n  ( o e d i c n e m a - d e l a t o r ;  
e g r e g i a l i s - e l o n g e l l a - a n g u s t u l a ) .  H o w e v e r ,  t h e r e  w a s  l i t t l e  c o n g r u e n c e  b e t w e e n  t h e  t r e e s  
d e r i v e d  f r o m  m o r p h o l o g i c a l  d a t a  a n d  f r o m  t h e  m o l e c u l a r  d a t a  ( a l l o z y m e  d a t a  a n d  R A P D -
P C R  d a t a ) .  
F o l l o w i n g  t h e  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e ,  t o  m a x i m i z e  t h e  i n f o r m a t i o n  c o n t e n t  f o r  a l l  
t r e e s  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s ,  s h o r t e s t  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  m o r p h o l o g i c a l ,  
a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  R A P D - P C R  d a t a  s e t s  ( A p p e n d i x  2 )  a n d  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  
( a l l e l e )  a n d  R A P D - P C R  d a t a  s e t s  ( A p p e n d i x  3 )  w e r e  s u m m a r i z e d  u s i n g  m a j o r i t y - r u l e  
c o n s e n s u s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e s  6 . 4  a n d  6 . 5 ,  r e s p e c t i v e l y .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
c o n s e n s u s  i n d e x  i s  a n  i n d i c a t o r  p r o v i d i n g  a  q u a n t i t a t i v e  m e a s u r e  o f  t h e  a g r e e m e n t  a m o n g  
t h e  t r e e s .  C o n s e n s u s  i n d i c e s  t y p i c a l l y  v a r y  b e t w e e n  0  ( i m p l y i n g  n o  a g r e e m e n t  a m o n g  t h e  
r i v a l  c l a s s i f i c a t i o n s )  a n d  1  ( i m p l y i n g  i d e n t i t y  a g r e e m e n t  p o s s i b l e )  ( S w o f f o r d  1 9 9 1 ) .  I n  
t h i s  s t u d y ,  t h e  c o n s e n s u s  t r e e  d e r i v e d  f r o m  t h e  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  
R A P D - P C R  d a t a  s e t s  p r o d u c e d  c o n s e n s u s  i n d i c e s  o f :  t h e  c o m p o n e n t  i n f o r m a t i o n  i n d e x  o f  
N e l s o n  ( 1 9 7 9 )  o f  0 . 4 5 5 ;  M i c k e v i c h ' s  ( 1 9 7 8 )  c o n s e n s u s  i n d e x  o f  0 . 2 5 0  a n d  R o h l f ' s  ( 1 9 8 2 )  
C I  o f  0 . 2 3 2 .  T h e  c o n s e n s u s  t r e e  d e r i v e d  f r o m  t h e  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( a l l e l e )  a n d  
R A P D - P C R  d a t a  s e t s  p r o d u c e d  l o w e r  v a l u e s  o f  t h e s e  c o n s e n s u s  i n d i c e s  ( c o m p o n e n t  
i n f o r m a t i o n  i n d e x  o f  N e l s o n  ( 1 9 7 9 )  o f  0 . 3 3 3 ;  M i c k e v i c h ' s  ( 1 9 7 8 )  c o n s e n s u s  i n d e x  o f  
0 . 1 1 9  a n d  R o h l f ' s  ( 1 9 8 2 )  C I  o f  0 . 2 1 1 ) .  T h e r e f o r e ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c o n s e n s u s  
t r e e  d e r i v e d  f r o m  t h e  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  R A P D - P C R  d a t a  s e t s  r e f l e c t s  a  
h i g h e r  l e v e l  o f  c o n g r u e n c e  t h a n  t h e  c o n s e n s u s  t r e e  d e r i v e d  f r o m  t h e  m o r p h o l o g i c a l ,  
Figure 6.4 Majority rule consensus tree of the five most parsimonious trees 
generated from morphological, allozyme (locus) and random amplified 
polymorphic DNA character data sets using the taxonomic congruence 
method. (The percentage of the five shortest trees that contain that 
component are shown along each branch.) 
Figure 6.5 Majority rule consensus tree of the six most parsimonious trees generated 
from morphological, a1lozyme (independent allele) and random amplified 
polymorphic DNA, character data sets using the taxonomic congruence 
method. (The percentage of the six shortest trees that contain that 
component are shown along each branch.) 
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1 2 0  
a l l o z y m e  ( a l l e l e )  a n d  R A P D - P C R  d a t a  s e t s .  
E s t i m a t e s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  p h y l o g e n y  u s i n g  t h e  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  m e t h o d ,  
f r o m  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  R A P D - P C R  c h a r a c t e r  
s e t s  a n d  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( a l l e l e )  a n d  R A P D - P C R  c h a r a c t e r  
s e t s ,  r e s u l t e d  i n  o n e  a n d  f o u r  m a x i m u m  p a r s i m o n i o u s  t r e e s  o f  l e n g t h  o f  4 6 3  a n d  6 1 8  
c h a r a c t e r  c h a n g e s ,  C I s  o f  0 . 6 2 0  a n d  0 . 5 4 5 ,  a n d  r e s c a l e d  c o n s i s t e n c y  i n d i c e s  ( R C )  o f  0 . 1 9 0  
a n d  0 . 1 7 5 ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e s  6 . 6  a n d  6 . 7 ) .  
B a s e d  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  a  h i g h  i n d e x  ( C I  a n d  R C )  v a l u e  i n d i c a t e s  h i g h  
c o n g r u e n c e  a m o n g  t h e  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s  u s e d  i n  p h y l o g e n e t i c  h y p o t h e s e s  ( K l u g e  a n d  
F a r r i s  1 9 6 9 ;  F a r r i s  1 9 8 9 ) ,  t h i s  s t u d y  r e v e a l e d  t h a t  t h e  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  u s i n g  
m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  R A P D - P C R  d a t a  s e t s  s h o w e d  g r e a t e r  c o n g r u e n c e  a n d  
i n f e r r e d  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  t h a n  t h e  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  
( a l l e l e )  a n d  R A P D - P C R  d a t a  s e t s .  
T h e  r e s u l t s  s h o w e d ,  w i t h  t h e s e  t w o  a n a l y s e s  ( t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  a n d  c h a r a c t e r  
c o n g r u e n c e ) ,  t h a t  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  u s i n g  l o c u s  d a t a  a s  a  c o m p o n e n t  o f  a n a l y s i s ,  l e d  t o  
m o r e  r e s o l v e d  t r e e s  a n d  b e t t e r  f i t  o f  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  t h a n  u s i n g  a l l e l e  d a t a .  
M u r p h y  ( 1 9 9 3 )  s t a t e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e - a b s e n c e  c o d i n g  o f  a l l e l e s ,  a s  c h a r a c t e r s ,  c a n  r e s u l t  
i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  l e s s  p a r s i m o n i o u s  s o l u t i o n  t h a n  c o u l d  b e  o b t a i n e d  b y  u s i n g  l o c i  a s  
t h e  c h a r a c t e r s .  
C o m p a r i s o n  o f  t h e  t r e e s  g e n e r a t e d  u s i n g  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  a n d  c h a r a c t e r  
c o n g r u e n c e  m e t h o d s  f r o m  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  R A P D - P C R  d a t a  r e v e a l e d  
t h a t  t h e  t r e e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  m e t h o d ,  u s i n g  a  s i n g l e  p o o l e d  d a t a  
s e t ,  g a v e  m o r e  r e s o l u t i o n  a n d  i n f o r m a t i o n ,  o n  H o l c a s p i s  p h y l o g e n y ,  t h a n  u s i n g  t h e  
t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  m e t h o d  ( F i g u r e s  6 . 4  a n d  6 . 6 ) .  S i m i l a r  r e s u l t s  o f  h i g h e r  r e s o l u t i o n  
w i t h  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  t h a n  w i t h  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  t r e e s  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  b y  
F a i t h  a n d  C r a n s t o n  ( 1 9 9 1 )  a n d  V a n e - W r i g h t  e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) .  
T h e  u s e  o f  t h e  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  m e t h o d  h a s  b e e n  c r i t i c i z e d  o n  t h e  b a s i s  t h a t  i t  
o n l y  d e p i c t s  t h e  d e g r e e  o f  a g r e e m e n t  o n  c o n g r u e n c e  b e t w e e n  c l a s s i f i c a t i o n ,  b u t  a d d s  
n o t h i n g  t o  t h e  p h y l o g e n y .  M o r e o v e r ,  t h i s  m e t h o d  p r o v i d e d  a  l e s s  p a r s i m o n i o u s  
e x p l a n a t i o n  t h a n  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  d a t a  s e t s  f o r  r e a n a l y s i s ,  w h i c h  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  
g r e a t e r  i n f o r m a t i o n  c o n t e n t  a n d  g l o b a l  p a r s i m o n y  ( M i y a m o t o  1 9 8 5 ;  H i l l i s  1 9 8 7 ;  K l u g e  
Figure 6.6 A most parsimonious tree generated from morphological, allozyme (locus) 
and random amplified polymorphic DNA character data sets using character 
congruence method. 
Figure 6.7 Majority rule consensus tree of the four most parsimonious trees 
generated from morphological, allozyme (independent allele) and random 
amplified polymorphic DNA character data sets using the character 
congruence method. (The percentage of the four shortest trees that 
contain that component are shown along each branch.) 
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1 9 8 9 ) .  B a u m  ( 1 9 9 2 )  s t a t e d  t h a t  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e ,  o r  t h e  c o n s e n s u s  m e t h o d ,  w a s  o f  
l i m i t e d  v a l u e  f o r  c o m b i n i n g  d a t a  s e t s ,  b e c a u s e  t h e  c o n s e n s u s  m e t h o d  l o s e s  i n f o r m a t i o n ,  
d e s c r i p t i v e  p o w e r  a n d  r e s o l u t i o n .  
6 . 3 . 3  T h e  p h y l o g e n y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  
T h e  t r e e  c o n s t r u c t e d  f r o m  a  c o m b i n a t i o n  o f  m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  
R A P D - P C R )  c h a r a c t e r s  u s i n g  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  g i v e s  a  b e s t  a s s e s s m e n t  o f  t h e  
p h y l o g e n y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  ( F i g u r e  6 . 6 ) .  T h e  t r e e  s h o w s  t h a t  H .  o v a t e l l a  i s  t h e  m o s t  
d i s t i n c t  s p e c i e s  o f  t h e  g r o u p ,  a n d  t h a t  H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d .  
T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  p r e v i o u s  g r o u p i n g s  o f  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  H o l c a s p i s  o e d i c n e m a ,  H .  
d e l a t o r ,  H .  i n t e r m i t t e n s  a n d  H .  h i s p i d a  a r e  g r o u p e d  t o g e t h e r ,  w h i c h  a l s o  a g r e e s  w i t h  
B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  H e  g r o u p e d  t h e s e  s p e c i e s  i n t o  t h e  o e d i c n e m a  g r o u p .  H o w e v e r ,  t h e  
r e s u l t s  d o  n o t  s u p p o r t  B u t c h e r ' s  g r o u p i n g  o f  s p e c i e s  c o m p l e x e s .  I n  c o m p a r i s o n  w i t h  
B u t c h e r ' s  ( 1 9 8 4 )  w o r k ,  t h i s  s t u d y  h a s  r e j e c t e d  t h e  g r o u p i n g  o f  H .  h u d s o n i  a n d  H .  s u t e r i  
i n t o  t h e  h u d s o n i  s p e c i e s  g r o u p .  T h e s e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  H .  m u c r o n a t a  a n d  H .  s u t e r i  a r e  
m o r e  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s ,  w h i l e  H .  h u d s o n i  i s  r e l a t e d  t o  t h e  p u n c t i g e r a  g r o u p .  
H o w e v e r ,  t h e  a i m s  o f  t h i s  s t u d y  w e r e  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  o f  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  T h e  r e s u l t s  
f r o m  t h i s  s t u d y  w e r e  d e r i v e d  s p e c i a l l y  t o  d e t e r m i n e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  
s p e c i e s ,  B u t c h e r ' s  w o r k  w a s  b a s e d  o n l y  o n  t h e  g r o u p i n g  o f  m o r p h o l o g i c a l  s i m i l a r i t y  
a m o n g  t h e  s p e c i e s ,  b u t  s i m i l a r i t y  c a n  a r i s e d  b y  d e s c e n t  a n d  b y  c o n v e r g e n t  e v o l u t i o n .  
T h e r e f o r e  h i s  g r o u p s ,  w h i c h  i m p l y  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s ,  a r e  n o t  b a s e d  o n  u n a m b i g u o u s  
e v i d e n c e .  
6 . 4  S u m m a r y  
I n  t h i s  c h a p t e r ,  a n  e s t i m a t i o n  o f  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  
m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e ,  a n d  r a n d o m  a m p l i f i e d  p o l y m o r p h i c  D N A  b a s e d  o n  p o l y m e r a s e  
r e a c t i o n  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s  u s i n g  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  r e v e a l e d  a  s i n g l e  p a r s i m o n i o u s  t r e e  
w i t h  w e l l  r e s o l v e d  p h y l o g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  ( F i g u r e  6 . 6 ) .  T h e  t r e e s  g e n e r a t e d  u s i n g  t h e  
a l l o z y m e  ( l o c u s )  d a t a  a s  o n e  o f  t h e  c o m p o n e n t s  i n  c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  g a v e  a  b e t t e r  
c h a r a c t e r  f i t  i n  p h y l o g e n e t i c  h y p o t h e s e s  t h a n  t h o s e  u s i n g  i n d e p e n d e n t  a l l e l e s .  T h e  
c h a r a c t e r  c o n g r u e n c e  m e t h o d  o f  c o m b i n i n g  a l l  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s  p r o d u c e d  a  m o r e  
i n f o r m a t i v e  r e s u l t  t h a n  t h e  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  m e t h o d .  
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C H A P T E R  7  
C o n c l u d i n g  s u m m a r y  
7 . 1  I n t r o d u c t i o n  
E v e r  s i n c e  t h e  N e w  Z e a l a n d  b e e t l e  g e n u s  H o l c a s p i s  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  i n  1 8 8 6 ,  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  s y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  s p e c i e s  h a s  b e e n  l i m i t e d ,  m a i n l y ,  t o  
s p e c i e s  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n .  T h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  s p e c i e s  t o  e a c h  o t h e r  
r e m a i n e d  l a r g e l y  u n k n o w n .  T h i s  s t u d y  h a s  e x p l o r e d  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  d a t a  s e t s ,  
t e c h n i q u e s ,  a n d  s y s t e m a t i c s  m e t h o d o l o g i e s  i n  a n  a t t e m p t  t o  u n d e r s t a n d  a n d  r e v e a l  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s .  T h e  o u t c o m e s  o f  t h i s  s t u d y  a s  w e l l  a s  t h e  a d v a n t a g e s  a n d  
d i s a d v a n t a g e s  o f  t h e  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  a n d  m e t h o d o l o g i e s  a r e  d i s c u s s e d  i n  t h i s  c h a p t e r .  
7 . 2  P h y l o g e n y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  
m e t h o d o l o g i e s  
T h e  t a s k  o f  s y s t e m a t i c s  s t u d i e s  t o  a s s e s s i n g  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  i s  u s u a l l y  
i n v o l v e d  w i t h  t w o  m a i n  t h e m e s :  a p p r o p r i a t e  m e t h o d o l o g i c a l  m o d e l s  a n d  i n f o r m a t i v e  
c h a r a c t e r  d a t a  s e t s  ( W e s t  a n d  F a i t h  1 9 9 0 ) .  S o m e  s y s t e m a t i c s  m e t h o d o l o g i e s  l i k e  p h e n e t i c s  
a n d  c l a d i s t i c s  a r e  w e l l  k n o w n .  I n  p h e n e t i c s ,  a  c o m m o n l y  u s e d  p r o c e d u r e  i s  t h e  
u n w e i g h t e d  p a i r - g r o u p  m e t h o d  w i t h  a r i t h m e t i c  m e a n  ( U P G M A ) ,  a n d  a  t r e e  ( p h e n o g r a m )  i s  
c o n s t r u c t e d  f r o m  a  d i s t a n c e  m a t r i x .  U n l i k e  t h e  p h e n e t i c  m e t h o d ,  t h e  c l a d i s t i c  m e t h o d  
p r o d u c e s  t r e e s  ( c l a d o g r a m s )  f r o m  c h a r a c t e r  s t a t e s .  
I n  g e n e r a l ,  t h e  d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  p h e n e t i c s  a n d  c l a d i s t i c s ,  h a v e  b e e n  u s e d  t o  s o l v e  a  
r a n g e  o f  d i v e r s e  p r o b l e m s  i n  s y s t e m a t i c s .  H o w e v e r ,  t h e  c o n t r o v e r s y  b e t w e e n  t h e s e  t w o  
m e t h o d s  i s  s t i l l  a l i v e  ( J e n s e n  1 9 8 3 ;  S o k a l  1 9 8 3 ;  S n e a t h  1 9 8 8 ) .  T h e  s i m i l a r  a n d  d i s s i m i l a r  
r e s u l t s  f r o m  t h e  s a m e  c h a r a c t e r  d a t a  s e t  p r o d u c e d  b y  t h e s e  t w o  m e t h o d s  c a n  b e  s e e n  i n  
m a n y  w o r k s  ( e . g . ,  B u t h  1 9 8 4 ;  K e s s l e r  a n d  A v i s e  1 9 8 4 ;  S o u r d i s  a n d  K r i m b a s  1 9 8 7 ;  
M c I n t y r e  1 9 8 8 ;  B r a s h e r  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  t w o  d a t a  s e t s  ( a l l o z y m e  d a t a ,  C h a p t e r  
4 ;  R A P D - P C R  d a t a ,  C h a p t e r  5 )  w e r e  c o m p a r e d  b y  b o t h  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  m e t h o d s .  
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T h e  t r e e s  f r o m  e a c h  m e t h o d  f o r  t h e  a l l o z y m e  d a t a  s e t  w e r e  h i g h l y  c o n g r u e n t  ( F i g u r e  4 . 2  
a n d  F i g u r e s  4 . 3  a n d  4 . 4 ) .  T h e  t r e e s  f o r  t h e  R A P D - P C R  d a t a  s e t  w e r e  a l s o  h i g h l y  
c o n g r u e n t  ( F i g u r e s  5 . 9  a n d  5 . 1 0  )  
T h e s e  r e s u l t s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  V a r v i o - A h o  e t  a l .  ( 1 9 8 4 ) .  T h e y  p r e s e n t e d  t h e  
p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  s o c i a l  w a s p s  ( H y m e n o p t e r a :  V e s p i d a e )  f r o m  a l l o z y m e  
e l e c t r o p h o r e s i s  d a t a  u s i n g  b o t h  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  m e t h o d s .  T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  t r e e s  
d e r i v e d  f r o m  t h e  t w o  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  w e r e  c o n c o r d a n t .  A n o t h e r  s t u d y ,  t h a t  o f  B r a s h e r  
e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) ,  u s i n g  m i t o c h o n d r i a l  D N A  d a t a ,  f o u n d  t h a t  t r e e s  f r o m  b o t h  p h e n e t i c  a n d  
c l a d i s t i c  m e t h o d s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  l o b s t e r s  ( D e c a p o d a :  
P a l i n u r i d a e )  w e r e  c o n g r u e n t .  I n  a d d i t i o n ,  m u c h  e v i d e n c e  o f  c o n g r u e n c y  c a n  b e  f o u n d  i n  
s t u d i e s  i n v o l v i n g  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  m e t h o d s  u s i n g  a l l o z y m e  e l e c t r o p h o r e s i s  d a t a  o r  
D N A  d a t a ,  e . g . ,  K e s s l e r  a n d  A v i s e  ( 1 9 8 4 ) ,  M c I n t y r e  ( 1 9 8 8 ) ,  R a n d i  e t  a l .  ( 1 9 9 1 ) ,  B a r k e r  e t  
a l .  ( 1 9 9 2 ) .  
A c c o r d i n g  t o  S n e a t h  ( 1 9 8 8 ) ,  t h e  c o n g r u e n c e  o f  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  d e r i v e d  
f r o m  m o l e c u l a r  d a t a  ( a l l o z y m e  a n d  R A P D - P C R )  i n  t h i s  s t u d y ,  u s i n g  b o t h  p h e n e t i c  a n d  
c l a d i s t i c  m e t h o d s ,  c a n  b e  e x p l a i n e d .  H e  c l a i m e d  t h a t  i f  l i n e a g e s  h a v e  c o n s t a n t  d i v e r g e n c e  
a n d  i f  t h e  e v o l u t i o n  r a t e  i s  v e r y  c o n s i s t e n t ,  t h e n  t h e  l i k e l i h o o d  i s  t h a t  t h e  p h e n e t i c  r e s u l t s  
w i l l  b e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  f r o m  c l a d i s t i c  m e t h o d s .  T h i s  p h e n o m e n o n  c a n  o f t e n  b e  s e e n  
i n  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r  d a t a .  T h e  r e a s o n  t h a t  i s  u s u a l l y  g i v e n  i s  t h a t ,  c o m p a r e d  w i t h  
e v o l u t i o n  a t  t h e  p h e n o t y p i c  l e v e l ,  m o l e c u l a r  e v o l u t i o n  o c c u r s  w i t h  m o r e  c o n s i s t e n c y  i n  
e v o l u t i o n a r y  r a t e  s o  t h a t  i t  i s  t h e  b a s i s  f o r  t h e  s o  c a l l e d  m o l e c u l a r  c l o c k  ( W i l s o n  e t  a l .  
1 9 7 7 ;  K i m u r a  1 9 9 1 ) .  I f  l i n e a g e s  h a v e  a  c o n s t a n t  r a t e  o f  d i v e r g e n c e ,  t h e n  t h e  p h e n e t i c  
m e t h o d  w i l l  b e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  c l a d i s t i c  m e t h o d ,  a s  h a s  b e e n  f o u n d  b y  m a n y  a u t h o r s ,  
e . g . ,  C o l l e s s  ( 1 9 7 0 ) ,  F e l s e n s t e i n  ( 1 9 7 8 ) ,  R o h l f  a n d  W o o t e n  ( 1 9 8 8 ) .  
T h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  f r o m  m o r p h o l o g i c a l  d a t a ,  u s i n g  b o t h  p h e n e t i c  
a n d  c l a d i s t i c  m e t h o d s  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d  ( C h a p t e r  3 ) .  A s  w a s  p o i n t e d  o u t  i n  t h a t  
c h a p t e r ,  t h e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  w a s  n o t  r e a l l y  a d e q u a t e  t o  r e v e a l  t h e  s p e c i e s  
r e l a t i o n s h i p s  i n  d e t a i l ,  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c l a d i s t i c  m e t h o d ,  b u t  i t  d i d  r e v e a l  a  
r e l a t i v e l y  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  c o r r e c t l y  c l a s s i f y i n g  o f  t h e  s p e c i e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e s e  t w o  
m e t h o d s ,  u s i n g  m o r p h o l o g i c a l  d a t a ,  g a v e  i n c o n g r u e n t  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  p a t t e r n s  
( F i g u r e s  3 . 8  a n d  3 . 1 1 ) .  T h i s  r e s u l t  i s  p o s s i b l y  b e c a u s e  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  d o e s  n o t  s e t  
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a n y  s t a n d a r d  o r  m o d e l  f o r  s e l e c t i n g  t h e  c h a r a c t e r s  t o  b e  s t u d i e d ;  i t  h a s  t o  i n v o l v e  a  l a r g e  
n u m b e r  o f  c h a r a c t e r s ,  w h i c h  a r e  m e a s u r e d  f r o m  a l l  p a r t s  o f  t h e  b o d y .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  
i n f o r m a t i o n  i n  t h e  d a t a  s e t  o f t e n  t u r n s  o u t  t o  b e  h i g h l y  b i a s e d  i n  s e v e r a l  w a y s .  F o r  
e x a m p l e ,  1 )  c h a r a c t e r  m e a s u r e m e n t s  a r e  o f t e n  u n e v e n  b y  r e g i o n  a s  w e l l  a s  b y  o r i e n t a t i o n  
( e . g . ,  t h e  p r o n o t u m ,  F i g u r e  3 . 5 ) ,  2 )  t h e  c h a r a c t e r  m e a s u r e m e n t s  d o  n o t  h a v e  t h e  s a m e  
w e i g h t  i n  a l l  b o d y  a r e a s  u s e d  ( e . g . ,  o n l y  o n e  c h a r a c t e r  m e a s u r e m e n t  ( p l e u r o n  d e p t h )  
o b s e r v e d  l a t e r a l l y ,  a n d  3 )  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  h a s  b e e n  c r i t i c i z e d  f o r  u s i n g  o n l y  
e x t e r n a l  c h a r a c t e r  m e a s u r e m e n t s ,  w h i c h  c a n n o t  r e f l e c t  t h e  t o t a l i t y  o f  t h e  b i o l o g i c a l  
c o m p l e x i t y  o f  p o s s i b l e  c h a r a c t e r s .  T h e  i n c o n s i s t e n c y  o f  m o r p h o m e t r i c s  a n d  c l a d i s t i c s  c a n  
a l s o  b e  e x p l a i n e d  o n  t h e  b a s i s  t h a t  e v e n  t h o u g h  t h e y  u s e d  t h e  s a m e  c h a r a c t e r  t y p e  
( m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ) ,  t h e y  a r e  d i s p a r a t e  i n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  d a t a  s e t s .  U n l i k e  
m o r p h o m e t r i c s ,  t h e  c l a d i s t i c  m e t h o d  u s e s  c h a r a c t e r  s t a t e s  i n  H o l c a s p i s  t h a t  d o  n o t  
c o r r e l a t e  w i t h  b o d y  s i z e  a m o n g  s p e c i e s .  T h u s  c h a r a c t e r s ,  s u c h  a s  t h e  n u m b e r  o f  s e t a e  a n d  
t h e  s h a p e  o f  s t r u c t u r e s  ( b u t  n o t  t h e  s i z e ) ,  a r e  m e a n i n g f u l  i n  t h e  c l a d i s t i c  m e t h o d  b u t  a r e  
t o t a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  m o r p h o m e t r i c  c h a r a c t e r s .  
A t  t h i s  p o i n t ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  p o s t u l a t e  t h a t  m o r p h o m e t r i c s  i s  u s e f u l  f o r  g e n e r a l l y  
g r o u p i n g  a n d  i d e n t i f y i n g  s p e c i e s .  H o w e v e r ,  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  e v o l u t i o n a r y  c h a n g e s  
i n  m o r p h o l o g y ,  r e f l e c t i n g  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s ,  a r e  c o r r e l a t e d  w i t h  a  t e n d e n c y  t o  
c h a n g e  i n  s i z e  i s  s t i l l  u n k n o w n .  T h i s  q u e s t i o n  m a y  b e  a n s w e r e d  i f  t h e  n u m b e r  o f  b o t h  
i n d i v i d u a l s  a n d  c h a r a c t e r s  u s e d  a r e  m o r e  i n t e n s i v e l y  i n v e s t i g a t e d .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  
l i k e l i h o o d  t h a t  m o r p h o m e t r i c s  c a n  r e f l e c t  g e n e t i c a l l y  d e t e r m i n e d  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  
i s  p r o b a b l y  l e s s  t h a n  f o r  c l a d i s t i c s .  
I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  d i f f e r e n t  p a t t e r n s  o f  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  u s i n g  p h e n e t i c  a n d  
c l a d i s t i c  m e t h o d s  w i l l  b e  s e e n  f r o m  s o m e  c h a r a c t e r  t y p e s  s u c h  a s  m o r p h o l o g i c a l  d a t a .  
H o w e v e r ,  u n d e r  s o m e  c i r c u m s t a n c e s ,  s u c h  a s  t h e  u s e  o f  m o l e c u l a r  d a t a  l i k e  a l l o z y m e s  a n d  
g e n o m i c  D N A ,  t h e  r e s u l t s  o f  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  a n a l y s e s  a r e  l i k e l y  t o  b e  c o n s i s t e n t .  
T h u s ,  p h e n e t i c s  a n d  c l a d i s t i c s  s h o u l d  n o t  b e  t r e a t e d  a s  m e t h o d s  i n  c o n t e n t i o n ,  r a t h e r  t h e y  
c a n  b e  u s e d  a s  i n t e r r e l a t e d  m e t h o d s  t o  s e a r c h  f o r  t h e  p a t t e r n  o f  r e l a t i o n s h i p s  o f  a n y  
o r g a n i s m s .  
M c N e i l l  ( 1 9 8 3 )  c o m m e n t e d  t h a t  p h e n e t i c s  s e e k s  t o  d i s c e r n  p a t t e r n s  o f  d i v e r s i t y ;  
p a t t e r n s  t h a t  a r e  t h e  p r o d u c t  o f  e v o l u t i o n .  T h e  p a t t e r n  i m p o s e d  b y  e v o l u t i o n  i s  a l s o  w h a t  
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c l a d i s t i c s  s e e k s  t o  d i s c o v e r .  T h e r e  a r e ,  h o w e v e r ,  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  w a y  t h e  p a t t e r n  i s  
d i s c e r n e d  a n d  i n  h o w  i t  s h o u l d  b e  r e p r e s e n t e d .  C l a d i s t s  a r e  c o n c e r n e d  o n l y  w i t h  t h e  
b r a n c h i n g  p a t t e r n  o f  c h a r a c t e r  s t a t e  c h a n g e ,  p h e n e t i c s  a r e  m o r e  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  o v e r a l l  
e x t e n t  a n d  r a t e  o f  c h a n g e .  H o w e v e r ,  t h e r e  w i l l  o f t e n  b e  a  c l o s e  c o n c o r d a n c e  b e t w e e n  t h e  
r e s u l t s  o f  s t u d i e s  c o n d u c t e d  o f  t h e  s a m e  g r o u p  w h e t h e r  p h e n e t i c  o r  c l a d i s t i c  m e t h o d s  a r e  
u s e d .  
7 . 3  H o l c a s p i s  s p e c i e s  p h y l o g e n y  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  s e t s  
T h e  c h o i c e  o f  d a t a  s e t s  i s  t h e  o t h e r  t h e m e  t h a t  i s  i n v o l v e d  w i t h  s y s t e m a t i c s  w o r k .  
T w o  m a i n  c h a r a c t e r  s e t s ,  m o r p h o l o g i c a l  a n d  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r s ,  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  
m a n y  y e a r s .  H o w e v e r ,  c o n t r o v e r s y  o v e r  t h e  u s e f u l n e s s  o f  t h e s e  d i f f e r e n t  s y s t e m a t i c  d a t a  
s e t s  h a s  a p p e a r e d  p e r i o d i c a l l y .  
M o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  a r e  v e r y  c o n v e n i e n t  a n d  c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
e x t e n s i v e  c o l l e c t i o n s  o f  p r e s e r v e d  s p e c i m e n s  i n  m u s e u m s .  M o s t  c h a r a c t e r s  a r e  e a s i l y  
o b s e r v e d  b y  u s i n g  o r d i n a r y ,  i n e x p e n s i v e  e q u i p m e n t  s u c h  a s  m i c r o s c o p e s ,  c o m p a r e d  w i t h  
e x p e n s i v e  m o l e c u l a r  i n s t r u m e n t s .  T h e  u n f a v o u r a b l e  s i d e  o f  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  i s  
t h a t  t h e y  a r e  s o m e t i m e s  s u b j e c t  t o  c h a n g e  i n  i n d i v i d u a l s  d u e  t o  e n v i r o n m e n t a l  v a r i a t i o n .  
I n  a d d i t i o n ,  a s  C o d y  ( 1 9 7 3 )  d i s c u s s e d ,  c h a r a c t e r  c o n v e r g e n c e  o f t e n  t a k e s  p l a c e  i n  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  a n d ,  i n d e e d ,  m a y  o c c u r  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  c h a r a c t e r  
d i v e r g e n c e .  T h i s  p h e n o m e n o n  w a s  s e e n  i n  C h a p t e r  3  i n  t h a t  t h e  c l a d o g r a m s  d e r i v e d  f r o m  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  s h o w e d  a  l o w e r  c o n s i s t e n c y  i n d e x  t h a n  t h o s e  d e r i v e d  f r o m  
m o l e c u l a r  d a t a .  I n  o t h e r  w o r d s ,  i t  i s  i m p l i e d  t h a t  t h e r e  i s  a  l a r g e  a m o u n t  o f  h o m o p l a s y  
a m o n g  c h a r a c t e r s ,  w h i c h  i s  c a u s e d  b y  c o n v e r g e n c e ,  r e v e r s a l  o r  p a r a l l e l  e v o l u t i o n a r y  e v e n t s  
i n  t h e  l i n e a g e .  T h i s  m a y  b e  p a r t l y  b e c a u s e  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  H o l c a s p i s  m o r p h o l o g i c a l  
c h a r a c t e r s  u s e d .  S o m e  c h a r a c t e r s ,  l i k e  c h a e t o t a x y  ( p a t t e r n i n g  o f  s e t a e ) ,  c a n  b e  u s e f u l  i n  
s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n ,  a l t h o u g h  t h e y  m a y  v a r y  w i t h i n  s p e c i e s .  T h e  i n c o n s i s t e n c y  o f  a  
c h a r a c t e r  l i k e  c h a e t o t a x y  m a y  b e  d u e  t o  i t  b e i n g  s u b j e c t e d  t o  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s .  I t  
i s  w e l l  k n o w n  t h a t  e x t e r n a l  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  a r e  m o r e  v u l n e r a b l e  t o  e n v i r o n m e n t a l  
f l u c t u a t i o n  t h a n  i n t e r n a l  c h a r a c t e r s .  T h e r e f o r e ,  i t  w o u l d  b e  u s e f u l  t o  u s e  m o r e  i n t e r n a l  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ,  e . g . ,  s h a p e  o r  u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  a l i m e n t a r y  t r a c t ,  a n d  
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c h a r a c t e r s  o f  t h e  i n t e r n a l  m a l e  a n d  f e m a l e  r e p r o d u c t i v e  o r g a n s .  H o w e v e r ,  t h e  l i m i t a t i o n  i s  
t h a t  s o m e  o f  t h e s e  c h a r a c t e r s  c a n  b e  o n l y  o b t a i n e d  b y  u s i n g  l i v i n g  s p e c i m e n s .  
M o l e c u l a r  d a t a ,  l i k e  e n z y m e s ,  h a v e  b e e n  w e l l  k n o w n  f o r  m a n y  y e a r s  i n  h e l p i n g  t o  
s o l v e  s y s t e m a t i c s  p r o b l e m s ,  p a r t i c u l a r l y  f o r  c o m p a r i n g  r a c e s ,  s u b s p e c i e s  a n d  c l o s e l y  
r e l a t e d  s p e c i e s  ( B u t h  1 9 8 4 ;  M e n k e n  a n d  U l e n b e r g  1 9 8 7 ;  D a u g h e r t y  e t  a l .  1 9 9 0 ) .  I t  h a s  
a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s ,  d e r i v e d  f r o m  t h e s e  d a t a ,  s h o u l d  g i v e  
b e t t e r  e s t i m a t e s  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  t h a n  t h o s e  f r o m  m o r p h o l o g i c a l  d a t a ,  s i n c e  t h e  
m o l e c u l a r  d a t a  a r e  l e s s  i n f l u e n c e d  b y  c h a n g i n g  e n v i r o n m e n t .  H o w e v e r ,  t h e  l i m i t a t i o n  o f  
t h e s e  d a t a  i s  t h a t  t h e y  a g a i n  r e q u i r e  l i v i n g  s p e c i m e n s .  I n  s o m e  c a s e s ,  i f  t h e  s t u d y  d e a l s  
w i t h  r a r e  s p e c i e s  o r  s p e c i e s  t h a t  a r e  h a r d  t o  f i n d ,  l i k e  s o m e  s p e c i e s  o f  H o l c a s p i s ,  t h e n  i t  
m a y  b e  i m p o s s i b l e  t o  o b t a i n  c o m p l e t e  d a t a  s e t s ,  a s  w a s  t h e  c a s e  h e r e .  U n l i k e  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ,  t h e  b a n d i n g  p a t t e r n s  ( c h a r a c t e r s )  f r o m  e n z y m e s  a r e  o f t e n  
d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  a n d  s o m e t i m e s  t h e  b a n d i n g  p a t t e r n s  a p p e a r  a m b i g u o u s .  I n  a d d i t i o n ,  
t h e  c o d i n g  o f  e n z y m e  d a t a ,  w h e t h e r  t o  u s e  l o c u s  o r  a l l e l e  c h a r a c t e r s ,  i s  s t i l l  b e i n g  d e b a t e d .  
I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  h e r e  t h a t  c o d i n g  l o c i  a s  c h a r a c t e r s  s h o u l d  g i v e  m o r e  a c c u r a c y  t h a n  
c o d i n g  a l l e l e s  a s  c h a r a c t e r s .  A s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  6 ,  t h e  t r e e s  d e r i v e d  u s i n g  l o c u s  
c h a r a c t e r s  a r e  m o r e  c o n g r u e n t  t h a n  t h o s e  u s i n g  i n d e p e n d e n t  a l l e l e s .  
D N A  m o l e c u l a r  d a t a  h a v e  b e g u n  t o  b e  u s e d  e x t e n s i v e l y  t o  i n v e s t i g a t e  p h y l o g e n e t i c  
r e l a t i o n s h i p s  a t  t h e  n u c l e o t i d e  l e v e l .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  ( e . g . ,  M o r i t z  a n d  H i l l i s  1 9 9 0 ;  
S w o f f o r d  1 9 9 1 )  t h a t  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r s  s h o u l d  g i v e  a n  e v e n  b e t t e r  a s s e s s m e n t  o f  
p h y l o g e n y  s i n c e  t h e s e  d a t a  a r e  d e r i v e d  d i r e c t l y  f r o m  t h e  g e n o m e .  O t h e r  m e r i t s  o f  
m o l e c u l a r  d a t a  a r e  t h a t  t h e  d a t a  c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  b o t h  l i v i n g  a n d ,  w i t h  s o m e  
d i f f i c u l t y ,  d e a d  s p e c i m e n s ,  e s p e c i a l l y  s i n c e  t h e  r e c e n t  d e v e l o p m e n t  o f  t e c h n i q u e s  l i k e  t h e  
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n .  T h i s  l a t t e r  t e c h n i q u e  p r o v i d e s  s i g n i f i c a n t  a d v a n t a g e s  b e c a u s e  i t  
n e e d s  o n l y  v e r y  s m a l l  t i s s u e  s a m p l e s  ( a s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  5 ) .  
A s  t h e  r e s u l t s  h a v e  s h o w n ,  t h e  c l a d o g r a m s  d e r i v e d  u s i n g  a l l o z y m e  a n d  R A P D - P C R  
d a t a  s e t s  a r e  r e l a t i v e l y  h i g h l y  c o n g r u e n t  c o m p a r e d  w i t h  t h e  m o r p h o l o g i c a l  d a t a .  I n  
a d d i t i o n ,  t h e  c l a d o g r a m s  f r o m  b o t h  t h e  a l l o z y m e  a n d  R A P D - P C R  d a t a  s h o w e d  l e s s  
h o m o p l a s y .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  c a n  b e  a  p r o m i s i n g  
n o v e l  t e c h n i q u e  t o  e s t i m a t e  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s .  M o r e o v e r ,  t h e  r e s u l t s  s h o w e d  
t h a t  t h e  R A P D : · P C R  t e c h n i q u e  i s  v e r y  u s e f u l  i n  g r o u p i n g  a n d  i d e n t i f y i n g  s p e c i e s .  I t  i s  
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a l s o  a b l e  t o  i d e n t i f y  r e l a t i v e l y  h i g h  v a r i a t i o n  i n  t h e  g e n o m e  w i t h i n  a  s p e c i e s  w i t h  
a l l o p a t r i c  p o p u l a t i o n s  l i k e  H .  o e d i c n e m a .  T h i s  e v i d e n c e  c a n  b e  u s e f u l  f o r  m o n i t o r i n g  
s p e c i a t i o n  e v e n t s  a n d  s p e c i e s  d i v e r s i t y .  I n  t h i s  p a r t i c u l a r  s p e c i e s ,  i t  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  H .  
o e d i c n e m a  i s  p o l y t y p i c  a n d  w a r r a n t s  f u r t h e r  s t u d y  t o  s e e  i f  m o r e  t h a n  o n e  s p e c i e s  i s  
i n v o l v e d .  
T h i s  s t u d y  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  b e  a  
p o w e r f u l  n e w  t e c h n i q u e  i n  s y s t e m a t i c s  s t u d i e s .  I t  i s  v e r y  u s e f u l  f o r  s p e c i e s  w h e r e  n o  
D N A  s e q u e n c i n g  i n f o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e .  A l s o ,  i t  i s  a  t e c h n i c a l l y  s i m p l e ,  q u i c k  
m o l e c u l a r  t e c h n i q u e  a n d  r e q u i r e s  o n l y  a  s m a l l  a m o u n t  o f  t i s s u e .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  u s e f u l  f o r  
w o r k  t h a t  h a s  o n l y  a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  m a t e r i a l .  H o w e v e r ,  u s e r s  o f  a l l o z y m e  a n d  R A P D -
P C R  d a t a  s e t s  f r o m  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e s  g e n e r a l l y  s h o u l d  b e  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  p r o b l e m  
o f  h o m o l o g y  s i n c e ,  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l ,  h o m o l o g y  m a y  b e  p a r t i c u l a r l y  d i f f i c u l t  t o  
d i s c e r n ,  p e r h a p s  e v e n  m o r e  s o  t h a n  i s  t h e  c a s e  w i t h  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s .  T h e r e f o r e ,  
g r e a t  c a r e  s h o u l d  b e  t a k e n  i n  c h o o s i n g  t h e  o u t g r o u p ,  o r  o u t g r o u p s .  
7 . 4  F u t u r e  r e s e a r c h  
T h i s  s t u d y  h a s  p r o v i d e d  s o m e  i n s i g h t s  i n t o  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a n d  
s y s t e m a t i c s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s .  H o w e v e r ,  o n l y  s o m e  s p e c i e s  h a v e  b e e n  i n t e n s i v e l y  
i n v e s t i g a t e d  f o r  t h e i r  r e l a t i o n s h i p s .  I d e a l l y ,  t h e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  a l l  s p e c i e s  i n  t h e  
g e n u s  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  a n d  t h e s e  d a t a  c a n  t h e n  b e  u s e d  t o  r e f l e c t  t h e  n a t u r a l  
e v o l u t i o n  o f  t h e  g e n u s .  M u s e u m  s p e c i m e n s  c o u l d  b e  u s e f u l  f o r  a s s e s s i n g  t h e  p h y l o g e n e t i c  
r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  g e n u s  u s i n g  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e s  s u c h  P C R .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  
p h y l o g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  o n  H o l c a s p i s  c o u l d  b e  t r a n s f o r m e d  i n t o  a  h i e r a r c h i c a l  
c l a s s i f i c a t i o n .  A f t e r  d e t e r m i n i n g  t h e  i n t e r r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  t h e  s p e c i e s  o f  g e n u s ,  t h e  
e n d  r e s u l t s  o f  p h y l o g e n e t i c s  s h o u l d  p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  f o r  a  n a t u r a l  c l a s s i f i c a t i o n  o f  
H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
T h e  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  d e r i v e d  o n l y  f r o m  a d u l t s .  
T h e s e  d a t a  w o u l d  b e  e n h a n c e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  d a t a  f r o m  o t h e r  l i f e  h i s t o r y  s t a g e s .  
C o n g r u e n c e  o f  i n d e p e n d e n t l y  p r o d u c e d  p h y l o g e n i e s  f r o m  e a c h  l i f e  h i s t o r y  s t a g e  w o u l d  
g r e a t l y  i n c r e a s e  c o n f i d e n c e  i n  t h e  s p e c i e s  r e l a t i o n s h i p s  a n d  e v o l u t i o n a r y  p a t t e r n  i n  
H o l c a s p i s ,  b u t  d e t a i l s  o f  l a r v a e  a n d  o t h e r  l i f e  s t a g e s  a r e  c u r r e n t l y  u n k n o w n .  
T h e  c o m p a r i s o n  o f  p h y l o g e n i e s  d e r i v e d  b y  u s i n g  R A P D - P C R  a n d  t h e  o t h e r  
i n d e p e n d e n t  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r  s e t s  s u c h  a s  D N A  s e q u e n c i n g ,  f r o m  d i f f e r e n t  g e n e s ,  
w o u l d  a l s o  m a k e  a  v e r y  i n t e r e s t i n g  s t u d y .  
7 . 5  C o n c l u s i o n  
W i t h  r e g a r d  t o  t h e  o b j e c t i v e s  o u t l i n e d  i n  t h e  C h a p t e r  1 ,  t h e  f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  
c a n  b e  d r a w n  a b o u t  t h e  s y s t e m a t i c s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s .  
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1 .  T h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  t h e  H o l c a s p i s  s p e c i e s  d e r i v e d  f r o m  e x t e r n a l  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r  d a t a ,  u s i n g  c l a d i s t i c  a n a l y s i s  w e r e  g e n e r a l l y  i n  a c c o r d  w i t h  
t h e  p r e v i o u s  s p e c i e s  g r o u p i n g  o f  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e  c l a d o g r a m  d e r i v e d  
f r o m  t h i s  a n a l y s i s  r e v e a l e d  a  h i g h e r  a m o u n t  o f  h o m o p l a s y ,  s u g g e s t i n g  c h a r a c t e r  
r e v e r s a l s  o r  c o n v e r g e n t  e v o l u t i o n ,  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  m o l e c u l a r  d a t a .  T h e r e f o r e  
i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  s o m e  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  h a v e  
b e e n  r a p i d l y  c h a n g i n g  i n d e p e n d e n t l y  o v e r  t i m e  a n d  i t  w o u l d  s e e m  t h a t  t h e y  a r e  m o r e  
l i k e l y  t o  h a v e  b e e n  i n f l u e n c e d  b y  e n v i r o n m e n t .  
2 .  M o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  c a n  b e  u s e f u l  f o r  p r e l i m i n a r y  i d e n t i f i c a t i o n  o f  i n d i v i d u a l s  
b e l o n g i n g  t o  H o Z c a s p i s  s p e c i e s ,  s e x  d o e s  n o t  m a k e  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  t o  
i d e n t i f i c a t i o n .  M o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  b a s e d  o n  q u a n t i t a t i v e  o f  m o r p h o l o g i c a l  d a t a  
c o u l d  n o t  g i v e  i n f o r m a t i v e  r e s u l t s  a b o u t  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  
3 .  S e l e c t e d  e n z y m e  s y s t e m s  p r o v i d e d  a  p r a c t i c a l  w a y  t o  e l u c i d a t e  H o l c a s p i s  
s y s t e m a t i c s .  T h e  p h e n o g r a m  a n d  c l a d o g r a m s  d e r i v e d  f r o m  a l l o z y m e  d a t a  a r e  
r e l a t i v e l y  c o n g r u e n t .  T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  a l l o z y m e  d a t a  s u b s t a n t i a l l y  a g r e e  w i t h  t h e  
R A P D - P C R  d a t a  r e s u l t s .  
4 .  T h e  R A P D - P C R  t e c h n i q u e  c a n  b e  r e l i a b l y  u s e d  f o r  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n .  I t  a l s o  
s h o w s  p o t e n t i a l  a s  ' : l  p o w e r f u l  n e w  t o o l  t o  s t u d y  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  
H o l c a s p i s  s p e c i e s  a n d  m o r e  w i d e l y .  T h i s  s t u d y  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h e  w a y  t o  h a n d l e  
t h e  R A P D - P C R  d a t a  i n  b o t h  q u a n t i t a t i v e  a s s e s s m e n t  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  
s p e c i e s  f o r  t h e  p h e n e t i c  m e t h o d  a n d  f o r  t h e  c l a d i s t i c  m e t h o d .  T h e  r e s u l t s  o f  b o t h  
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m e t h o d s  a r e  h i g h l y  c o n g r u e n t  a n d  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  d e r i v e d  
f r o m  t h e  R A P D - P C R  a n d  a l l o z y m e  a r e  s o m e w h a t  s i m i l a r .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  s u g g e s t e d  
t h e  R A P D - P C R  m o r e  a c c u r a t e l y  r e c o n s t r u c t s  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  
g e n u s  H o l c a s p i s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  s t u d y  i s  a  p i o n e e r  i n  d e m o n s t r a t i n g  t h e  u s e  o f  t h e  
R A P D - P C R  a s  a  t o o l  f o r  p h y l o g e n e t i c  s t u d i e s  ( C h a p t e r  5 ) .  
5 .  A  p i o n e e r i n g  m e t h o d  f o r  t e s t i n g  f o r  t h e  h o m o l o g y  o f  R A P D - P C R  b a n d i n g  p a t t e r n s  
u s i n g  t h e  S o u t h e r n  b l o t t i n g  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  ( C h a p t e r  5 ) .  F r o m  t h i s  s t u d y ,  
S o u t h e r n  b l o t t i n g  c o n f i r m s  t h a t  t h e  R A P D - P C R  b a n d s ,  w h i c h  c o - m i g r a t e ,  a r e  l i k e l y  
t o  h a v e  t h e  s a m e  b a s e  s e q u e n c e .  T h e  h o m o l o g o s i t y  o f  b a n d s  i s  8 8  % .  
6 .  T h i s  s t u d y  h a s  m o d i f i e d  a n d  d e v e l o p e d  t h e  R A P D - P C R  c o n d i t i o n s ,  s u c h  a s  p r i m e r s  
a n d  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n ,  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  e f f i c i e n t  R A P D -
P C R  p r o g r a m m e  f o r  H o l c a s p i s  s p e c i e s .  W i t h  s o m e  a d j u s t m e n t s ,  t h i s  m a y  b e  a  
m o d e l  t o  a p p l y  t o  o t h e r  c a r a b i d  b e e t l e s  a n d ,  p e r h a p s  m o r e  w i d e l y ,  t o  o t h e r  
C o l e o p t e r a .  
7 .  T h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  u s i n g  t h e  c l a d i s t i c  m e t h o d  b a s e d  
o n  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h r e e  d a t a  s e t s  ( m o r p h o l o g i c a l ,  a l l o z y m e  ( l o c u s )  a n d  R A P D -
P C R )  y i e l d e d  a  b e s t  e s t i m a t e  o f  t h e  p h y l o g e n y  o f  H o l c a s p i s  s p e c i e s  ( F i g u r e  6 . 6 ) .  
T h i s  s t u d y  s h o w s  t h a t  H .  o v a t e l l a  i s  t h e  m o s t  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t  s p e c i e s  o f  t h e  
g r o u p ,  a n d  i s  f o l l o w e d  b y  H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x .  T h e  r e s u l t s  r e v e a l e d  t h a t  
b o t h  H .  p u n c t i g e r a  a n d  H .  m o r d a x  a p p e a r  t o  b e  g e n e t i c a l l y  v e r y  d i s t i n c t  s p e c i e s  
f r o m  t h e  o t h e r  s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s ,  w h i c h  i s  n o t  w h a t  o n e  w o u l d  h a v e  t h o u g h t  f r o m  
B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e s e  t w o  s p e c i e s  a r e  w i d e s p r e a d .  H o l c a s p i s  o v a t e l l a ,  
w h i c h  a p p e a r s  t o  b e  t h e  m o s t  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t  s p e c i e s ,  h a s  a  q u i t e  l i m i t e d  
g e o g r a p h i c a l  d i s t r i b u t i o n ,  m a i n l y  i n  t u s s o c k  g r a s s l a n d s  i n  C e n t r a l  O t a g o .  I t  i s  i n  a  
h a b i t a t  t h a t  i s  v u l n e r a b l e  t o  d e v e l o p m e n t  a n d  d e g r a d a t i o n .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  i m p o r t a n t  
t h a t  c o n s e r v a t i o n  m e a s u r e s  b e  p u t  i n  p l a c e  f o r  t h i s  s p e c i e s  ( H .  o v a t e l l a )  b e f o r e  i t  
b e c o m e s  a  t h r e a t e n e d  s p e c i e s .  
8 .  I t  w a s  c o n f i r m e d  b y  b o t h  a l l o z y m e  a n d  R A P D - P C R  d a t a  t h a t  H .  o e d i c n e m a  m a y  b e  
a  c o m p l e x  s p e c i e s .  H o l c a s p i s  o e d i c n e m a  s h o w s  a  r e l a t i v e l y  v e r y  h i g h  l e v e l  o f  
h e t e r o z y g o s i t y  f r o m  t h e  a l l o z y m e  s t u d y  a n d  a  h i g h  l e v e l  o f  i n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n  
f r o m  R A P D - P C R  d a t a .  T h e  h i g h  g e n e t i c  d i v e r g e n c e  i n  H .  o e d i c n e m a  i s  e a s i l y  
n o t i c e a b l e  i n  b o t h  s e t s  o f  m o l e c u l a r  d a t a ,  b u t  w a s  n o t  s o  r e m a r k a b l e  i n  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  a l t h o u g h  t h e  m o r p h o l o g i c a l  v a r i a t i o n  i n  t h e  s p e c i e s  w a s  
c o m m e n t e d  o n  b y  B u t c h e r  ( 1 9 8 4 ) .  
9 .  F r o m  t h e s e  s t u d i e s ,  H .  o e d i c n e m a  j u s t i f i a b l y  c a n  b e  c o n s i d e r e d  f o r  c o n s e r v a t i o n .  
S o m e  o f  t h e  m o r e  o b v i o u s  m o r p h o l o g i c a l  v a r i a n t s  a p p e a r  t o  b e  s t r o n g l y  
g e o g r a p h i c a l l y  l i m i t e d ,  w h i c h  m a y  m a k e  t h e m  v u l n e r a b l e ,  a n d  t h i s  s t u d y  s u g g e s t s  
t h a t  t h e  H .  o e d i c n e m a  i s  p r o b a b l y  a  c o m p l e x  o f  s p e c i e s ,  w h i c h  i n c l u d e s  t h e s e  
d i s t i n c t  g e o g r a p h i c a l  f o r m s .  
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s t r u g g l e s  w i t h  w o r d  p r o c e s s i n g .  I  a l s o  t h a n k  t o  m y  ' n e x t  d o o r  n e i g h b o u r ' ,  J o h n  M a r r i s ,  f o r  
f i e l d i n g  m y  p e r s i s t e n t  i n q u i r i e s  a n d  f o r  h i s  e n c o u r a g e m e n t .  T h a n k s  g o  t o  m y  ' t e a m ' ,  T r i s h  
K e o w n ,  S i l k e  R u m p f  a n d  B r o n w y n  H a m i l t o n ,  f o r  t h e i r  f r i e n d s h i p ,  s u p p o r t  a n d  c h e w i n g  g u m .  
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s u p p o r t .  
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D e v o n s h i r e ,  A L .  1 9 8 9 .  T h e  r o l e  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  b i o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  o f  
i n s e c t i c i d e  r e s i s t a n c e .  P p .  9 6 3 - 3 7 4  i n :  L o x d a l e ,  H . D . ;  H o l l a n d e r ,  J . D .  ( e d s ) .  
E l e c t r o p h o r e s i s  S t u d i e s  o n  A g r i c u l t u r a l  P e s t s .  T h e  S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  
S p e c i a l  V o l u m e  3 9 .  C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
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E a s t e a l ,  S . ;  B o u s s y ,  L A .  1 9 8 7 .  A  s e n s i t i v e  a n d  e f f i c i e n t  i s o e n z y m e  t e c h n i q u e  f o r  s m a l l  
a r t h r o p o d s  a n d  o t h e r  i n v e r t e b r a t e s .  B u l l e t i n  o f  E n t o m o l o g i c a l  R e s e a r c h  7 7 :  4 0 7 - 4 1 5 .  
E l e l e s ,  R . A . ;  W a r r e ,  W . ;  S t a m p s ,  A .  1 9 9 2 .  T h e  P C R  r e v o l u t i o n .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  
C a n c e r  2 8 :  2 8 9 - 2 9 3 .  
E l d r e d g e ,  N . ;  C r a c r a f t ,  1 .  1 9 8 0 .  P h y l o g e n e t i c  P a t t e r n s  a n d  t h e  E v o l u t i o n a r y  P r o c e s s :  
M e t h o d  a n d  T h e o r y  i n  C o m p a r a t i v e  B i o l o g y .  C o l u m b i a  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  
F a i t h ,  D . P .  1 9 8 8 .  C o n s e n s u s  a p p l i c a t i o n s  i n  t h e  b i o l o g i c a l  s c i e n c e s .  P p .  3 2 5 - 3 3 2  i n :  
B o c k ,  H . H .  ( e d . ) .  C l a s s i f i c a t i o n  a n d  R e l a t e d  M e t h o d s  o f  D a t a  A n a l y s i s .  E l s e v i e r  
S c i e n c e  P u b l i s h e r s  B . V . ,  A m s t e r d a m .  
F a i t h ,  D . P . ;  C r a n s t o n ,  P . S .  1 9 9 1 .  C o u l d  a  c l a d o g r a m  t h i s  s h o r t  h a v e  a r i s e n  b y  c h a n c e  
a l o n e ? :  O n  p e r m u t a t i o n  t e s t s  f o r  c l a d i s t i c  s t r u c t u r e .  C l a d i s t i c s  7 :  1 - 2 8 .  
F a r r i s , I . S .  1 9 7 1 .  T h e  h y p o t h e s i s  o f  n o n  s p e c i f i c i t y  a n d  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e .  A n n u a l  
R e v i e w  o f  E c o l o g y  a n d  S y s t e m a t i c s  2 :  2 7 7 - 3 0 2 .  
F a r r i s , I . S .  1 9 7 2 .  E s t i m a t i n g  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  f r o m  d i s t a n c e  m a t r i c e s .  A m e r i c a n  
N a t u r a l i s t  1 0 6 :  6 4 5 - 6 6 8 .  
F a r r i s , I . S .  1 9 7 7 .  O n  t h e  p h e n e t i c  a p p r o a c h  t o  v e r t e b r a t e  c l a s s i f i c a t i o n .  P p .  8 2 3 - 8 5 0  i n :  
H e c h t ,  M . K . ;  G o o d y ,  P . e . ;  H e c h t ,  B . M .  ( e d s ) .  M a j o r  P a t t e r n s  i n  V e r t e b r a t e  
E v o l u t i o n .  P l e n u m  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  
F a r r i s , I . S .  1 9 8 9 .  T h e  r e t e n t i o n  i n d e x  a n d  h o m o p l a s y  e x c e s s .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  3 8 :  
4 0 6 - 4 0 7 .  
F e l s e n s t e i n , l .  1 9 7 8 .  T h e  n u m b e r  o f  e v o l u t i o n a r y  t r e e s .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  2 7 :  2 7 - 3 3 .  
F e l s e n s t e i n ,  1 .  1 9 8 3 .  P a r s i m o n y  i n  s y s t e m a t i c s :  b i o l o g i c a l  a n d  s t a t i s t i c a l  i s s u e s .  A n n u a l  
R e v i e w  o f  E c o l o g y  a n d  S y s t e m a t i c s  1 4 :  3 1 3 - 3 3 3 .  
F e r g u s o n ,  A .  1 9 8 0 .  B i o c h e m i c a l  S y s t e m a t i c s  a n d  E v o l u t i o n .  B l a c k i e ,  L o n d o n .  
F e r g u s o n ,  A .  1 9 8 8 .  I s o z y m e  s t u d i e s  a n d  t h e i r  i n t e r p r e t a t i o n .  P p .  1 8 4 - 2 0 1  i n :  
H a w k s w o r t h ,  D . L .  ( e d . ) .  P r o s p e c t s  i n  S y s t e m a t i c s .  T h e  S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  
S p e c i a l  V o l u m e  3 6 .  C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
F i t c h ,  W . M .  1 9 7 1 .  T o w a r d  d e f i n i n g  t h e  c o u r s e  o f  e v o l u t i o n :  m i n i m a l  c h a n g e  f o r  a  
s p e c i f i c  t r e e  t o p o l o g y .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  2 0 :  4 0 6 - 4 1 6 .  
F i t c h ,  W . M . ;  M a n g o l i a s h ,  E .  1 9 6 7 .  C o n s t r u c t i o n  o f  p h y l o g e n e t i c  t r e e .  S c i e n c e  1 5 5 :  
2 7 9 - 2 8 4 .  
F r e l i n ,  C . ;  V u i l l e u m i e r ,  F .  1 9 7 9 .  B i o c h e m i c a l  m e t h o d s  a n d  r e a s o n i n g  i n  s y s t e m a t i c s .  
Z e i t s c h r i J t  f u e r  Z o o l o g i s c h e  S y s t e m a t i k  u n d  E v o l u t i o n s f o r s c h u n g  1 7 :  1 - 1 0 .  
G o w e r ,  J . e .  1 9 6 6 .  S o m e  d i s t a n c e  p r o p e r t i e s  o f  l a t e n t  r o o t  a n d  v e c t o r  m e t h o d s  u s e d  i n  
m u l t i v a r i a t e  a n a l y s i s .  B i o m e t r i k a  5 3 :  3 2 5 - 3 3 8 .  
G o w e r ,  J . e .  1 9 8 5 .  M e a s u r e s  o f  s i m i l a r i t y ,  d i s s i m i l a r i t y ,  a n d  d i s t a n c e .  P p .  3 9 7 - 4 0 5  i n :  
K o t z ,  S . ;  J o h n s o n ,  N . L . ;  R e a d ,  C . B .  ( e d s ) .  E n c y c l o p e d i a  o f  S t a t i s t i c a l  S c i e n c e .  
V o l u m e  V .  W i l e y ,  N e w  Y o r k .  
G r o o m b r i d g e ,  B .  1 9 9 2 .  G l o b a l  B i o d i v e r s i t y :  S t a t u s  o f  t h e  E a r t h ' s  L i v i n g  R e s o u r c e s .  
C h a p m a n  &  H a l l ,  L o n d o n .  
H a n b o o n s o n g ,  Y . ;  D a m a k ,  S . ;  E m b e r s o n ,  R M . ;  S c o t t ,  R R  1 9 9 2 .  M o l e c u l a r  a n d  
b i o c h e m i c a l  s y s t e m a t i c s  o f  c a r a b i d  b e e t l e s  o f  t h e  g e n u s  H o l c a s p i s  C h a u d o i r .  
P r o c e e d i n g s  o f  t h e  A n c i e n t  D N A ,  H u m a n  O r i g i n s ,  M o l e c u l a r  S y s t e m a t i c s  
C o n f e r e n c e s .  W e l l i n g t o n ,  N e w  Z e a l a n d .  
H a r r i s ,  H . ;  H o p k i n s o n ,  D . A  1 9 7 6 .  H a n d b o o k  o f  E n z y m e  E l e c t r o p h o r e s i s  i n  H u m a n  
G e n e t i c s .  O x f o r d  A m e r i c a n  E l s e v i e r  P u b l i s h i n g  C o . ,  N e w  Y o r k .  
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H a w k s w o r t h ,  D . L . ;  B i s b y ,  F . A  1 9 8 8 .  S y s t e m a t i c s :  t h e  k e y s t o n e  o f  b i o l o g y .  P p .  3 - 3 0  i n :  
)  
H a w k s w o r t h ,  D . L .  ( e d . ) .  P r o s p e c t s  i n  S y s t e m a t i c s .  T h e  S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  
S p e c i a l  V o l u m e  3 6 .  C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
H e n n i g ,  W .  1 9 6 6 .  P h y l o g e n e t i c  S y s t e m a t i c s .  U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s  P r e s s ,  U r b a n a .  
H e n r y ,  J . M . ;  R a i n a ,  A K . ;  R i d g w a y ,  R L .  1 9 9 0 .  I s o l a t i o n  o f  h i g h  m o l e c u l a r - w e i g h t  D N A  
f r o m  i n s e c t s .  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  1 8 5 :  1 4 7 - 1 5 0 .  
H i l l i s ,  D . M .  1 9 8 7 .  M o l e c u l a r  v e r s u s  m o r p h o l o g i c a l  a p p r o a c h e s  t o  s y s t e m a t i c s .  A n n u a l  
R e v i e w  o f  E c o l o g y  a n d  S y s t e m a t i c s  1 8 :  2 3 - 4 2 .  
H s i a o ,  T  . H .  1 9 8 9 .  E s t i m a t i o n  o f  g e n e t i c  v a r i a b i l i t y  a m o n g s t  C o l e o p t e r a ,  p .  1 4 3 - 1 8 0  i n :  
L o x d a l e ,  H . D . ;  H o l l a n d e r ,  J . D .  ( e d s ) .  E l e c t r o p h o r e t i c  S t u d i e s  o n  A g r i c u l t u r a l  P e s t s .  
T h e  S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  S p e c i a l  V o l u m e  3 9 .  C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
H u n t ,  G . J . ;  P a g e ,  R E .  1 9 9 2 .  P a t t e r n s  o f  i n h e r i t a n c e  w i t h  R A P D  m o l e c u l a r  m a r k e r s  
r e v e a l  n o v e l  t y p e s  o f  p o l y m o r p h i s m  i n  t h e  h o n e y - b e e .  T h e o r e t i c a l  a n d  A p p l i e d  
G e n e t i c s  8 3 :  1 5 - 2 0 .  
I n n i s ,  M . A ;  G e l f a n d ,  D . H . ;  S n i n s k y ,  J . 1 . ;  W h i t e ,  T . 1 .  1 9 9 0 .  P C R  P r o t o c o l s :  A  G u i d e  t o  
M e t h o d s  a n d  A p p l i c a t i o n s .  A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  
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J a r d i n e ,  N . ;  S i b s o n ,  R  1 9 7 1 .  M a t h e m a t i c a l  T a x o n o m y .  W i l e y ,  L o n d o n .  
J e n s e n ,  R J .  1 9 8 3 .  A  p r a c t i c a l  v i e w  o f  n u m e r i c a l  t a x o n o m y  o r  s h o u l d  I  b e  a  p h e n e t i c i s t  
o r  a  c l a d i s t ?  P p .  5 3 - 7 1  i n :  F e l s e n s t e i n ,  J .  ( e d . )  N u m e r i c a l  T a x o n o m y .  N A T O  
s e r i e s ,  N e w  Y o r k .  
K a m b h a m p a t i ,  S . ;  B l a c k  I V ,  W . e . ;  R a i ,  K S .  1 9 9 2 .  R A P D  o f  m o s q u i t o  s p e c i e s  a n d  
p o p u l a t i o n s :  t e c h n i q u e s  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  a n d  a p p l i c a t i o n .  J o u r n a l  o f  M e d i c a l  
E n t o m o l o g y  2 9 :  9 3 9 - 9 4 5 .  
K a m b h a m p a t i ,  S . ;  R a i ,  K S .  1 9 9 1 .  P a t t e r n s  o f  m o r p h o m e t r i c  a n d  a l l o z y m e  v a r i a t i o n  i n  
A e d e s  a l b o p i c t u s .  E n t o m o l o g i a  E x p e r i m e n t a l i s  e t  A p p l i c a t a  6 0 :  1 9 3 - 2 0 1 .  
K e s s l e r ,  L . G . ;  A v i s e ,  J . e .  1 9 8 4 .  S y s t e m a t i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  w a t e r f o w l  ( A n a t i d a e )  
i n f e r r e d  f r o m  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  a n a l y s i s  o f  m i t o c h o n d r i a l  D N A  S y s t e m a t i c  
Z o o l o g y  3 3 :  3 7 0 - 3 8 0 .  
K i m u r a ,  M .  1 9 9 1 .  S o m e  r e c e n t  d a t a  s u p p o r t i n g  t h e  n e u t r a l  t h e o r y .  P p .  3 - 1 5  i n :  K i m u r a ,  
M . ;  T a k a h a t a ,  N .  ( e d s ) .  N e w  A s p e c t s  o f  t h e  G e n e t i c s  o f  M o l e c u l a r  E v o l u t i o n .  J a p a n  
S c i e n t i f i c  S o c i e t i e s  P r e s s ,  T o k y o .  
K i r k ,  V . M .  1 9 7 1 .  B i o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  a  g r o u n d  b e e t l e  P t e r o s t i c h u s .  A n n a l s  o f  t h e  
E n t o m o l o g i c a l  S o c i e t y  o f  A m e r i c a  6 4 :  5 4 0 - 5 4 4 .  
K l u g e ,  A G .  1 9 8 3 .  C l a d i s t i c s  a n d  t h e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  g r e a t  a p e s .  P p .  1 5 1 - 1 7 7  i n :  
C i o c h a n ,  R L . ;  C o r r u c c i n i ,  R S . ( e d s ) .  N e w  I n t e r p r e t a t i o n s  o f  A p e  a n d  H u m a n  
A n c e s t r y .  P l e n u m ,  N e w  Y o r k .  
K l u g e ,  A G .  1 9 8 9 .  A  c o n c e r n  f o r  e v i d e n c e  a n d  a  p h y l o g e n e t i c  h y p o t h e s i s  o f  r e l a t i o n s h i p s  
a m o n g  E p i c r a t e s  ( B o i d a e ,  S e r p e n t e s ) .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  3 8 :  7 - 2 5 .  
K l u g e ,  A G . ;  F a r r i s ,  J . S .  1 9 6 9 .  Q u a n t i t a t i v e  p h y l e t i c s  a n d  t h e  e v o l u t i o n  o f  a n u r a n s .  
S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  1 8 :  1 - 3 2 .  
L a r o c h e l l e ,  A  1 9 7 9 .  A  p r e l i m i n a r y  b i b l i o g r a p h y  o n  l i f e  c y c l e s  a n d  l i f e  h i s t o r i e s  o f  
c a r a b i d  b e e t l e s  ( C o l e o p t e r a ) .  C o r d u l i a  5 :  7 2 - 7 5 .  
L e w i n ,  B .  1 9 9 0 .  G e n e s  I V .  C a m b r i d g e ,  O x f o r d  U n i v e r s i t y .  
L i e b h e r r ,  J . K  1 9 8 3 .  G e n e t i c  b a s i s  f o r  p o l y m o r p h i s m  i n  t h e  g r o u n d  b e e t l e ,  A g o n u m  
d e c o r u m  ( S a y )  ( C o l e o p t e r a :  C a r a b i d a e ) .  A n n a l s  o f  t h e  E n t o m o l o g i c a l  S o c i e t y  o f  
A m e r i c a  7 6 :  3 4 9 - 3 5 8 .  
L i e b h e r r ,  J . K  1 9 8 6 .  C l a d i s t i c  A n a l y s i s  o f  N o r t h  A m e r i c a n  P l a t y n i n i  a n d  R e v i s i o n  o f  t h e  
A g o n u m  e x t e n s i c o l l e  S p e c i e s  G r o u p  ( C o l e o p t e r a :  C a r a b i d a e ) .  U n i v e r s i t y  o f  
C a l i f o r n i a  P r e s s ,  B e r k e l e y .  
L i n d r o t h ,  C . H .  1 9 7 4 .  C o l e o p t e r a  C a r a b i d a e .  H a n d b o o k  o f  I d e n t i f i c a t i o n  o f  B r i t i s h  
I n s t i t u t e  I V  ( 2 ) :  1 - 1 4 8 .  
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L u f f ,  M . L .  1 9 7 3 .  T h e  a n n u a l  a c t i v i t y  p a t t e r n  a n d  l i f e  c y c l e  o f  P t e r o s t i c h u s  m a d i l u s  ( F . )  
( C o l .  C a r a b i d a e ) .  E n t o m o l o g i a  S c a n d i n a v i e a  4 :  2 5 9 - 2 7 3 .  
L u f f ,  M . L .  1 9 8 7 .  B i o l o g y  o f  p o l y p h a g o u s  g r o u n d  b e e t l e s  i n  a g r i c u l t u r e .  A g r i c u l t u r e  
Z o o l o g y  R e v i e w  2 :  2 3 7 - 2 7 8 .  
M a c A r t h u r ,  G .  1 9 8 6 .  A n  e l e c t r o p h o r e t i c  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  s y s t e m a t i c s  o f  t h e  g e n u s  
W i s e a n a  V i e t t e  ( L e p i d o p t e r a :  H e p i a l i d a e ) .  M . S c .  t h e s i s ,  V i c t o r i a  U n i v e r s i t y  o f  
W e l l i n g t o n .  
M a d d i s o n ,  W . P . ;  D o n o g h u e ,  M . J . ;  M a d d i s o n ,  D . R .  1 9 8 4 .  O u t g r o u p  a n a l y s i s  a n d  
p a r s i m o n y .  S y s t e m a t i c s  Z o o l o g y  3 3 :  8 3 - 1 0 3 .  
M a n i a t i s ,  T . ;  F r i t s c h ,  E . F . ;  S a m b r o o k ,  K J .  1 9 8 2 .  M o l e c u l a r  C l o n i n g :  a  L a b o r a t o r y  
M a n u a l .  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  L a b o r a t o r y ,  C o l d  S p r i n g  H a r b o r ,  N e w  Y o r k .  
M a y r ,  E .  1 9 6 9 .  P r i n c i p l e s  o f  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y .  M c G r a w - H i l l ,  N e w  Y o r k .  
M a y r ,  E .  1 9 8 8 .  R e c e n t  h i s t o r i c a l  d e v e l o p m e n t s .  P p .  3 1 - 4 3  i n :  H a w k s w o r t h ,  D . L .  ( e d . ) .  
P r o s p e c t s  i n  S y s t e m a t i c s .  T h e  S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  S p e c i a l  V o l u m e  3 6 .  
C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
M c i n t y r e ,  c . L .  1 9 8 8 .  V a r i a t i o n  a t  i s o z y m e  l o c i  i n  T r i t i c e a e .  P l a n t  S y s t e m a t i c s  a n d  
E v o l u t i o n  1 6 0 :  1 2 3 - 1 4 2 .  
M c N e i l l ,  J .  1 9 8 3 .  T h e  f u t u r e  o f  n u m e r i c a l  m e t h o d s  i n  p l a n t  s y s t e m a t i c s :  a  p e r s o n a l  
p r o s p e c t .  P p .  4 7 - 5 2  i n :  F e l s e n s t e i n ,  J .  ( e d . )  N u m e r i c a l  T a x o n o m y .  N A T O  s e r i e s ,  
N e w  Y o r k .  
M e n k e n ,  S . B J . ;  U l e n b e r g ,  S . A .  1 9 8 7 .  B i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r s  i n  a g r i c u l t u r a l  e n t o m o l o g y .  
A g r i c u l t u r a l  Z o o l o g y  R e v i e w s  2 :  3 0 5 - 3 6 0 .  
M i c h e n e r ,  C . D . ;  S a k a g a m i ,  S . F .  1 9 9 0 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  A p i d a e  ( H y m e n o p t e r a ) .  
U n i v e r s i t y  o f  K a n s a s  S c i e n c e  B u l l e n t i n  5 4 :  7 5 - 1 6 4 .  
M i c k e v i c h ,  M . P .  1 9 7 8 .  T a x o n o m i c  c o n g r u e n c e .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  2 7 :  1 4 3 - 1 5 8 .  
M i c k e v i c h ,  M . F . ;  M i t t e r ,  C .  1 9 8 1 .  T r e a t i n g  p o l y m o r p h i c  c h a r a c t e r s  i n  s y s t e m a t i c s :  a  
p h y l o g e n e t i c  t r e a t m e n t  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  d a t a .  P p .  4 5 - 5 8  i n :  F u n k ,  V . A . ;  B r o o k s ,  
1 4 1  
D . R  ( e d s ) .  A d v a n c e s  i n  C l a d i s t i c s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  F i r s t  M e e t i n g  o f  t h e  W i l l i  
H e n n i g  S o c i e t y .  N e w  Y o r k  B o t a n i c a l  G a r d e n ,  B r o n x  .  
.  M i y a m o t o ,  M . M .  1 9 8 5 .  C o n s e n s u s  c l a d o g r a m s  a n d  g e n e r a l  c l a s s i f i c a t i o n s .  C l a d i s t i c s  1 :  
1 8 6 - 1 8 9 .  
M o o r e ,  B . P .  1 9 6 5 .  S t u d i e s  o n  A u s t r a l i a n  C a r a b i d a e  ( C o l e o p t e r a ) :  4 .  T h e  P t e r o s t i c h i n a e .  
T r a n s a c t i o n s  o f  t h e  R o y a l  E n t o m o l o g i c a l  S o c i e t y  o f  L o n d o n  1 1 7  ( P t . 1 ) :  1 - 3 2 .  
M o r i t z ,  C . ;  H i l l i s ,  D . M .  1 9 9 0 .  M o l e c u l a r  s y s t e m a t i c s :  c o n t e x t  a n d  c o n t r o v e r s i e s .  P p .  1 -
1 0  i n :  H i l l i s ,  D . M . ;  M o r i t z ,  C .  ( e d s ) .  M o l e c u l a r  S y s t e m a t i c s .  S i n a u e r  A s s o c i a t e s ,  
I n c . ,  M a s s a c h u s e t t s .  
M u r p h y ,  R W .  1 9 9 3 .  T h e  p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  a l l o z y m e  d a t a :  i n v a l i d i t y  o f  c o d i n g  
a l l e l e s  b y  p r e s e n c e / a b s e n c e  a n d  r e c o m m e n d e d  p r o c e d u r e s .  B i o c h e m i c a l  S y s t e m a t i c s  
a n d  E c o l o g y  2 1 :  2 5 - 3 8 .  
M u r r a y ,  R A . ;  S o l o m o n ,  M . G . ;  F i t z g e r a l d ,  1 . D .  1 9 8 9 .  T h e  u s e  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  f o r  
d e t e r m i n i n g  p a t t e r n s  o f  p r e d a t i o n  i n  a r t h r o p o d s .  P p .  4 6 7 - 4 8 3  i n :  L o x d a l e ,  H . D . ;  
H o l l a n d e r ,  1 . D .  ( e d s ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  S t u d i e s  o n  A g r i c u l t u r e  P e s t s .  T h e  
S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  S p e c i a l  V o l u m e  3 9 .  C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
N e i ,  M .  1 9 7 2 .  G e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  p o p u l a t i o n s .  A m e r i c a n  N a t u r a l i s t  1 0 6 :  2 8 3 -
2 9 2 .  
N e i ,  M .  1 9 7 8 .  E s t i m a t i o n  o f  a v e r a g e  h e t e r o z y g o s i t y  a n d  g e n e t i c  d i s t a n c e  f r o m  a  s m a l l  
n u m b e r  o f  i n d i v i d u a l s .  G e n e t i c s  8 9 :  5 8 3 - 5 9 0 .  
N e l s o n ,  G . J .  1 9 7 9 .  C l a d i s t i c  a n a l y s i s  a n d  s y n t h e s i s :  p r i n c i p l e s  a n d  d e f i n i t i o n s ,  w i t h  a  
h i s t o r i c a l  n o t e  o n  A d a n s o n ' s  F a m i l l e s  d e s  P I  a n t e s  ( 1 7 6 3 - 1 7 6 4 ) .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  
2 8 :  1 - 2 1 .  
N e l s o n ,  G .  1 9 8 5 .  O u t g r o u p s  a n d  o n t o g e n y .  C l a d i s t i c s  1 :  2 9 - 4 5 .  
N e l s o n ,  G . 1 . ;  P l a t n i c k ,  N .  1 9 8 1 .  S y s t e m a t i c s  a n d  B i o g e o g r a p h y :  C l a d i s t i c s  a n d  
V i c a r i a n c e .  C o l u m b i a  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  
N e v a ,  E .  1 9 7 8 .  G e n e t i c  v a r i a t i o n  i n  n a t u r a l  p o p u l a t i o n s :  p a t t e r n s  a n d  t h e o r y .  T h e o r e t i c a l  
P o p u l a t i o n  B i o l o g y  1 3 :  1 2 1 - 1 7 7  
P a p e ,  T .  1 9 9 2 .  C l a d i s t i c  a n a l y s e s  o f  m o s q u i t o  c h r o m o s o m e  d a t a  i n  A n o p h e l e s  s u b g e n u s  
C e l l i a  ( D i p t e r a :  C u l i c i d a e ) .  M o s q u i t o  S y s t e m a t i c s  2 4 :  1 - 1 1 .  
P a s t e u r ,  N . ;  P a s t e u r ,  G . ;  B o n h o m m e ,  F . ;  C a t a l a n ,  1 . ;  B r i t t o n - D a v i d i a n ,  1 .  1 9 8 8 .  P r a c t i c a l  
1 4 2  
I s o z y m e  G e n e t i c s .  E l l i s  H o r w o o d  L i m i t e d  P u b l i s h e r s ,  C h i c h e s t e r .  
P a t t e r s o n ,  e .  1 9 8 7 .  M o l e c u l e s  a n d  M o r p h o l o g y  i n  E v o l u t i o n :  C o n f l i c t  o r  C o m p r o m i s e ?  
C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  C a m b r i d g e .  
P e n n y ,  D . ;  H e n d y ,  M . D .  1 9 8 6 .  E s t i m a t i n g  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  e v o l u t i o n a r y  t r e e s .  
M o l e c u l a r  B i o l o g y  E v o l u t i o n  3 :  4 0 3 - 4 1 7 .  
P o w e l l ,  W . ;  W a l t o n ,  M . P .  1 9 8 9 .  T h e  u s e  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  s t u d y  o f  h y m e n o p t e r a n  
p a r a s i t o i d s  o f  a g r i c u l t u r a l  p e s t s .  P p .  4 4 3 - 4 6 6  i n :  L o x d a l e ,  H . D . ;  H o l l a n d e r ,  J . D .  
( e d s ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  S t u d i e s  o n  A g r i c u l t u r a l  P e s t s .  T h e  S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  
S p e c i a l  V o l u m e  3 9 .  C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
P r a g e r ,  E . M . ;  W i l s o n ,  A . e .  1 9 7 8 .  C o n s t r u c t i o n  o f  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  f o r  p r o t e i n  a n d  
n u c l e i c  a c i d s :  E m p i r i c a l  e v a l u a t i o n  o f  a l t e r n a t i v e  m a t r i x  m e t h o d s .  J o u r n a l  o f  
M o l e c u l a r  E v o l u t i o n  1 1 :  1 2 9 - 1 4 2 .  
R a n d i ,  E . ;  F u s c o ,  G . ;  L o r e n s i n i  R ;  C r o w e ,  T . M .  1 9 9 1 .  P h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p s  a n d  
r a t e s  o f  a l l o z y m e  e v o l u t i o n  w i t h i n  t h e  P h a s i a n i d a e .  B i o c h e m i c a l  S y s t e m a t i c s  a n d  
E c o l o g y  1 9 :  2 1 3 - 2 2 1 .  
R i c h a r d s o n ,  B . 1 . ;  B a v e r s t o c k ,  P . R ;  A d a m s ,  M .  1 9 8 6 .  A l l o z y m e  E l e c t r o p h o r e s i s ;  A  
H a n d b o o k  f o r  A n i m a l  S y s t e m a t i c s  a n d  P o p u l a t i o n  S t u d i e s .  A c a d e m i c  P r e s s ,  S y d n e y .  
R i d l e y ,  M .  1 9 8 5 .  E v o l u t i o n  a n d  C l a s s i f i c a t i o n :  t h e  R e f o r m a t i o n  o f  C l a d i s m .  L o n g m a n  
G r o u p  L i m i t e d ,  L o n d o n .  
R o d r i g o ,  A . G . ;  B e r g q u i s t ,  P . R ;  B e r g q u i s t ,  P . L . ;  R e e v e s ,  R A .  1 9 9 3 .  A r e  s p o n g e s  
a n i m a l s ?  A n  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  v a g a r i e s  o f  p h y l o g e n e t i c  i n f e r e n c e .  I n :  v a n  S o e s t ,  
R .  ( e d . ) .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  4 t h  I n t e r n a t i o n a l  P o r i f e r a  C o n g r e s s .  ( I n  p r e s s ) .  
R o h l f ,  F . 1 .  1 9 8 2 .  C o n s e n s u s  i n d i c e s  f o r  c o m p a r i n g  c l a s s i f i c a t i o n s .  M a t h e m a t i c a l  
B i o s c i e n c e s  5 9 :  1 3 1 - 1 4 4 .  
R o h l f ,  F . 1 . ;  W o o t e n ,  M . e .  1 9 8 8 .  E v a l u a t i o n  o f  t h e  r e s t r i c t e d  m a x i m u m - l i k e l i h o o d  m e t h o d  
f o r  e s t i m a t i n g  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  u s i n g  s i m u l a t e d  a l l e l e - f r e q u e n c y  d a t a .  E v o l u t i o n  
4 2 :  5 8 1 - 5 9 5 .  
R o s s ,  H . H .  1 9 7 4 .  B i o l o g i c a l  S y s t e m a t i c s .  A d d i s o n - W e s l e y ,  R e a d i n g ,  M a s s a c h u s e t t s .  
S a i k i ,  R K . ;  S c h a r f ,  S . ;  F a l o o n a ,  F . ;  M u l l i s ,  K . B . ;  H o r n ,  G . T . ;  E r l i c h  H . A . ;  A r n h e i m  A .  
1 9 8 5 .  E n z y m a t i c  a m p l i f i c a t i o n  o f  B - g l o b i n  g e n o m i c  s e q u e n c e s  a n d  r e s t r i c t i o n  s i t e  
a n a l y s i s  f o r  d i a g n o s i s  o f  s i c k l e  c e l l  a n a e m i a .  S c i e n c e  2 3 0 :  1 3 5 0 - 1 3 5 4 .  
1 4 3  
S c h a f f e r ,  H . E . ;  S e d e r o f f ,  R . R .  1 9 8 1 .  I m p r o v e d  e s t i m a t i o n  o f  D N A  f r a g m e n t  l e n g t h s  f r o m  
a g a r o s e  g e l s .  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  1 1 5 :  1 1 3 - 1 2 2 .  
S c h u h ,  R . T . ;  F a r r i s ,  1 . S .  1 9 8 1 .  M e t h o d s  f o r  i n v e s t i g a t i n g  t a x o n o m i c  c o n g r u e n c e  a n d  t h e i r  
a p p l i c a t i o n  t o  t h e  L e p t o p o d o m o r p h a .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  3 0 :  3 3 1 - 3 5 1 .  
S c o t t  M . P . ;  H a y m e s  K . M . ;  W i l l i a m s  S . M .  1 9 9 2 .  P a r e n t a g e  a n a l y s i s  u s i n g  R A P D  P C R  
N u c l e i c  A c i d s  R e s e a r c h  2 0 :  5 4 9 3 .  
S c o t t - R a m ,  N . R  1 9 9 0 .  T r a n s f o r m e d  C l a d i s t i c s ,  T a x o n o m y  a n d  E v o l u t i o n .  C a m b r i d g e  
U n i v e r s i t y  P r e s s .  
S h a f f e r ,  H . B . ;  C l a r k ,  1 . M . ;  K r a u s ,  F .  1 9 9 1 .  W h e n  m o l e c u l e s  a n d  m o r p h o l o g y  c l a s h :  a  
p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  N o r t h  A m e r i c a n  a m b y s t o m a t i d  s a l a m a n d e r s  ( C a u d a t a :  
A m b y s t o m a t i d a e ) .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  4 0 :  2 8 4 - 3 0 3 .  
S h a r p ,  D .  1 8 8 6 .  O n  N e w  Z e a l a n d  C o l e o p t e r a ,  w i t h  d e s c r i p t i o n s  o f  n e w  g e n e r a  a n d  
s p e c i e s .  T r a n s a c t i o n s  o f  t h e  R o y a l  D u b l i n  S o c i e t y  n . s . ,  3 :  3 5 1 - 4 5 7 .  
S h a w ,  C . R ;  P r a s a l ,  R  1 9 7 0 .  S t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a  c o m p i l a t i o n  o f  r e c i p e s .  
B i o c h e m i c a l  G e n e t i c s  4 :  2 9 7 - 3 2 0 .  
S i m p s o n ,  G . G .  1 9 6 1 .  P r i n c i p l e s  o f  A n i m a l  T a x o n o m y .  C o l u m b i a  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  N e w  
Y o r k .  
S l u s s ,  T . P . ;  G r a h a m ,  H . M . ;  S l u s s ,  E . S .  1 9 8 2 .  M o r p h o m e t r i c ,  a l l o z y m e ,  a n d  h y b r i d i z a t i o n  
c o m p a r i s o n s  o f  f o u r  L y g u s  s p e c i e s  ( H e m i p t e r a :  M i r i d a e ) .  A n n a l s  o f  t h e  
E n t o m o l o g i c a l  S o c i e t y  o f  A m e r i c a  7 5 :  4 4 8 - 4 5 6 .  
S n e a t h ,  P . H . A .  1 9 6 1 .  R e c e n t  d e v e l o p m e n t s  i n  t h e o r e t i c a l  a n d  q u a n t i t a t i v e  t a x o n o m y .  
S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  1 0 :  1 1 8 - 1 9 7 .  
S n e a t h ,  P . H . A .  1 9 8 8 .  T h e  p h e n e t i c  a n d  c l a d i s t i c  a p p r o a c h e s .  P p .  2 5 2 - 2 7 6  i n :  
H a w k s w o r t h ,  D . L .  ( e d . ) .  P r o s p e c t s  i n  S y s t e m a t i c s .  T h e  S y s t e m a t i c s  A s s o c i a t i o n  
S p e c i a l  V o l u m e  3 6 .  C l a r e n d o n  P r e s s ,  O x f o r d .  
S n e a t h ,  P . H . ;  S o k a l ,  R R .  1 9 7 3 .  N u m e r i c a l  T a x o n o m y .  F r e e m a n ,  S a n  F r a n c i s c o .  
S o b e r ,  E .  1 9 8 3 .  P a r s i m o n y  i n  s y s t e m a t i c s :  p h i l o s o p h i c a l  i s s u e s .  A n n u a l  R e v i e w  o f  
E c o l o g i c a l  S y s t e m a t i c s  1 4 :  3 3 5 - 3 5 7 .  
S o k a l ,  R . R  1 9 8 3 .  T h e  p h e n e t i c - c l a d i s t i c s  c o n t r o v e r s y :  a  p e r s o n a l  v i e w .  P p  3 8 - 4 1  i n :  
F e l s e n s t e i n ,  1 .  ( e d . ) .  N u m e r i c a l  T a x o n o m y .  N A T O  s e r i e s ,  N e w  Y o r k .  
S o k a l ,  R R ;  C a m i n ,  1 . H .  1 9 6 5 .  T h e  t w o  t a x o n o m i e s :  a r e a s  o f  a g r e e m e n t  a n d  c o n f l i c t .  
1 4 4  
S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  1 4 :  1 7 6 - 1 9 5 .  
S o k a l ,  R . R . ;  S n e a t h ,  P . H . A .  1 9 6 3 .  P r i n c i p l e s  o f  N u m e r i c a l  T a x o n o m y .  W . H .  F r e e m a n  &  
C o . ,  S a n  F r a n c i s c o .  
S o u r d i s ,  J . ;  K r i m b a s ,  C .  1 9 8 7 .  A c c u r a c y  o f  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  e s t i m a t e d  f r o m  D N A  
s e q u e n c e  d a t a .  M o l e c u l a r  B i o l o g y  a n d  E v o l u t i o n  4 :  1 5 9 - 1 6 6 .  
S t e i n e r ,  W . W . M . ;  J o s l y n ,  D . J .  1 9 7 9 .  E l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  g e n e t i c  s t u d y  o f  
m o s q u i t o e s .  M o s q u i t o  N e w s  3 9 :  3 5 - 5 4 .  
S t e v e n ,  P . P .  1 9 8 0 .  E v o l u t i o n a r y  p o l a r i t y  o f  c h a r a c t e r  s t a t e s .  A n n u a l  R e v i e w  o f  
E c o l o g i c a l  S y s t e m a t i c s  1 1 :  3 3 3 - 3 5 8 .  
S w o f f o r d ,  D . L .  1 9 9 1 .  W h e n  a r e  p h y l o g e n y  e s t i m a t e s  f r o m  m o l e c u l a r  a n d  m o r p h o l o g i c a l  
d a t a  i n c o n g r u e n t ?  P p .  2 9 5 - 3 3 3  i n :  M i y a m o t o ,  M . M .  a n d  C r a c r a f t ,  J .  ( e d s ) .  
P h y l o g e n e t i c  A n a l y s i s  o f  D N A  S e q u e n c e s .  O x f o r d  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  
S w o f f o r d ,  D . L .  1 9 9 2 .  P A U P :  P h y l o g e n e t i c  A n a l y s i s  U s i n g  P a r s i m o n y ,  V e r s i o n  3 . 0 .  
I l l i n o i s  N a t u r a l  H i s t o r y  S u r v e y ,  C h a m p a i g n .  
S w o f f o r d ,  D . L . ;  B e r l o c h e r ,  S . H .  1 9 8 7 .  I n f e r r i n g  e v o l u t i o n a r y  t r e e s  f r o m  g e n e  f r e q u e n c y  
d a t a  u n d e r  t h e  p r i n c i p l e  o f  m a x i m u m  p a r s i m o n y .  S y s t e m a t i c  Z o o l o g y  3 6 :  2 9 3 - 3 2 5 .  
T h i e l e ,  H . U .  1 9 7 7 .  C a r a b i d  B e e t l e s  i n  T h e i r  E n v i r o n m e n t s .  S p r i n g e r - V e r l a g .  
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II . . HI/ai 
Data matrix showing the presence/absence of 271 ampliried DNA fragments from all Ho/caspis individuals by the random 
amplified polymorphic DNA based on the polymerase chain reaction lumped 
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Appendix 2 Data matrix showing 26 morphological characters allozyme (13 loci) characters and 271 amplified DNA fragments of the random amplified 
polymorphic DNA based on the polymerase chain reaction characters for 13 H()lca~pis species and Megadromlls alllarcticus. 
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Appendix 3 Data matrix showing 26 morphological characters allozyme (42 alleles) characters and 271 amplified DNA fragments of the 
random amplified polymorphic DNA based on the polymerase chain reaction characters data for 13 Ho/caspis species and 
Megadro1/lus alltarcticlls. 
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II. mr~lI.wtla 200 ((){){)3()()0 10 I 011 ({)()OOOI 00010 I 0 III 001001 01 ()(){)() 1000 100 I 00 10 I 0 11O()(){)( O{)()(){)( 0 I 00001 000001 OOOOOOOO{)()OOOOOI OO(){) IO{X)( O()()I O()(){)(){X)(X)O ({X) ({)()(){XX)(XXXX)(X) 
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(Kl()(){)()()()()() I O{)()OO()()OOOOOOOOO I {){)O I ()()OO()(){)()OOOO I 0000000 I 00 
II. ('~I'('~ialis 20!)()020 I {oo 10210030000 I ()() I 0 I 1010000 I 0 I 0 I 0 II 000 I I ()() I 00 10 I {)()O I 0 I 0 I 00 I Ooo()()OOOO I 000000 I 0 I OOOOOOOO{){){){) I O{){){){)(){){)()()() I O{)()OOO I {X)()(){)()O I ()() I O(X)()()(X){X)(X) I () 
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0000001 ()()()()()()O I OO()()OOO 1 00 I O()()OO()()()()()()OOOOOOO 1 ()()()()()() 10()() 
()()(X)(X)() II ()()()() I ()()()()() 1 (X)() 1 0 1 ()()()() 1 O()()()()()()O 1 ()()()()()()()()OOOOOOO 1 00 1 O()() 1 00 1 ()()() 1 ()()OO()()()()()()()()()()()()()()() 1 ()()OOOO 1 ()()()O 1 ()()()()()()O 1 ()()()() 1 00 1 00 10 10 1000 1 O()()(X)()()()()()() 1 () 
()()(X)(X)(XXlI 0 IIIIX)()()()()(X)(X)(XlI ()()()()()()()(X)OO()(ll O()()()()O 1()()()()()()00()() 1 O() 10 I ()()O 1 ()()O 1100 1 1001 10010 1 ()()O 11 100 11 000 1()(1I 0 1 1000 l()() 10010 10 1 0 111Z 1111 O()(lIl £OWO 1 OZ 1II11.1l1o)!lJ.J(}"II 
OO()()OO()() 1 O()()()()O 1 ()()()()OO()()()(lO 1 ()()()()()()O 1 I O()()()()()()()()(X)OO I O() I ()() 
